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c h e m i c a l c o m p o i m d s a n d c h e m o t h e r a p e u t i c t r e a t m e n t s [5 , 6 ] , t o d a t e , n o o n e h a s
e x am i n e d w h e t h e r a s e t o f c o m m o n g e n e s m a y u n d e r l i e t u m o r c e l l r e s p o n s e t o
m u l t i p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s I n a d d i t io n , t h e s e g e n e s h a v e n o t b e e n w e l l in t e g r a t e d
w it h u p d a t e d d a t a b a s e s o f g e n e o n t o l o g y , b i o l o g i c a l p r o c e s s , fi i n c t i o n , a n d n e t w o r k
p r o p e r t i e s .
I n o u r r e s e a r c h , w e s e t o u t t o i d e n t i f y a s e t o f c o m m o n g e n e b i o m a r k e r s t h a t a r e
h i g h l y a s s o c i a t e d w i th t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u l t ip l e c h e m i c a l c o m p o u n d s . T h e
r a t io n a l e w a s b a s e d o n s t u d i e s su g g e s t i n g t h a t g e n e e x p r e s s i o n s ig n a t u r e o f u n t r e a t e d
c e l l s w a s su f f i c i e n t f o r t h e p r e d ic t i o n o f c h e m o s e n s i t i v i t y t o s i n g l e c h e m i c a l
c o m p o u n d [ 5 , 7 ] . I n a p r e v i o u s st u d y , t h e in v e st ig a t o r s g e n e r a t e d g e n e e x p r e s s i o n -
b a se d c la s s i f i e r s o f c e l lu l a r s u s c e p t ib i l it y t o 2 3 2 c h e m i c a l c o m p o u n d s , a n d t h e n
s e p a r a t e d t h e w h o le d a t a s e t in t o a t r a i n i n g s e t a n d a t e s t s e t t o e v a lu a t e t h e i r
c l a s s if i e r s w it h a n a c c u r a c y a t p r e d i c t in g c h e m o s e n s i t i v i t y w i t h p < 0 . 0 5 [4 ] . B a s e d o n
3
t h e g e n o m i c - b a s e d d a t a s e t g e n e r a t e d fr o m th a t s t u dy , w e c o m b in e d t h e p o t e n t i a l g e n e
b i o m a r k e r s e t s f o r e a c h o f t h e 2 3 2 c h e m i c a l c o m p o u n d s , q u e r i e d f o r g e n e s w it h
c o m m o n c h e m o s e n s i t i v i t y p r o p e r t i e s a n d i d e n t i fi e d 5 8 7 c o m m o n g e n e s t h a t a r e
a s s o c i a t e d w it h t u m o r c e l l r e s p o n s e t o n u m e r o u s c h e m i c a l c o m p o u n d s . B y o v e r l a y i n g
t h e s e c o m m o n g e n e b io m a r k e r s w i t h k n o w n p r o t e in - p r o t e in m a p s a n d e x a m i n i n g
e n r ic h e d b io l o g i c a l p r o c e s s e s , w e s h o w v a r i o u s c a n o n ic a l p a t h w a y s t h a t a r e e n r i c h e d
f o r m u lt i - d r u g r e s p o n s e a c r o s s t h e N C I 6 0 p a n e l F o r e x a m p l e , t h e N r f 2 - m e d i a t e d
o x id a t i v e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y a n d t h e I G F
- 1 s i g n a l i n g p a t h w a y a r e s i g n i f i c a n t l y
a s s o c i a t e d w it h tu m o r c e l l r e s p o n s e t o m u l t i p l e c h em ic a l c o m p o u n d s A n d a m o n g t h e
p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s i d e n t i f i e d in t h is st u dy i s t h e IG F
- 1 t a r g e t g e n e i n s u l i n
- l ik e
g r o w t h f a c t o r b in d i n g p r o t e i n 3 ( I G F B P 3 ) I t i s h i g h ly c o r r e la t e d w i t h t h e c y t o t o x i c
e f f e c t i n n u m e r o u s tu m o r c e l l l in e s i n r e s p o n s e t o u p t o 7 5 c h e m i c a l c o m p o u n d s .
R e su l t s fr o m t h i s s t u d y w i l l h a v e d i r e c t im p l i c a t io n s i n p r e d i c t in g i n d iv i d u a l t u m o r
'
s
s u s c e p t ib i l it y t o w id e l y u s e d c h e m o t h e r a p e u t i c a g e n t s , a n d f a c il i t a t i n g t h e ft i r t h e r
d e v e l o p m e n t o f p e r s o n a l iz e d m e d i c a t io n a n d t a r g e te d t h e r a p e u t i c t r e a tm e n t .
M e t h o d s o f C h a p t e r 1
Id e n t if y c o m m o n g e n e b i o m a r k e r s
A n e x i s t i n g d a t a b a s e o f g e n e p r e d i c t o r s o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o c h e m o t h e r a p e u t i c s
w a s b u i l t u s i n g b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f 6 , 8 1 7 g e n e s (A f f y m e t r i x h i g h -
d e n s i t y H u 6 80 0 a r r a y s ) a n d dr u g s c r e e n i n g r e s u l t s o f 2 32 c h e m i c a l c o m p o u n d s
(o r i g i n a l l y s e l e c t e d f r o m 5 , 0 8 4 c o m p o u n d s ) o f t h e N C I - 6 0 c e l l p a n e l [4 ] . T h e
d a t a b a s e c o n t a i n s p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o e a c h o f t h e s e
2 3 2 c h e m i c a l c o m p o u n d s . T h e 2 3 2 p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s e t s w e r e i n t e g r a t e d
t o g e t h e r t o i d e n t i f y g e n e s a s s o c i a t e d w i t h d r u g r e s p o n s e , a n d t h e n a n a l y z e d f o r tw o
a s s o c i a t i o n s c o r e s f o r e a c h g e n e : ( 1) s e n s i t i v it y - a s s o c i a t i o n i s a n e g a t i v e v a l u e
i n d i c a t i n g t h e t o t a l n u m b e r o f c o m p o u n d s t o w h i c h th i s g e n e s h o w s c e l l u l a r
s e n s i t i v i t y , a n d (2 ) r e s i s t a n c e - a s s o c i a t i o n i s a p o s i t i v e v a l u e i n d i c a t i n g t h e t o t a l
n u m b e r o f c o m p o u n d s t o w h i c h th i s g e n e s h o w s c e l l u l a r r e s i s t a n c e . O n l y g e n e s w i t h
a n a s s o c i a t i o n s c o r e o f > . 5 o r ^ - 5 w e r e i n c l u d e d f o r o u r f u r t h e r a n a l y s i s .
N e tw o r k a n a l y s i s a n d p a t h w a y m a p p i n g
M o l e c u l a r n e t w o r k g e n e r a t i o n a n d p a t h w a y m a p p i n g w e r e p e r f o r m e d b y u s i n g t h e
In g e n u it y K n o w l e d g e B a s e (h t t p :/ /w w w . i n g e n u i t y . c o m ) , a r e p o s i t o r y d a t a b a s e
c o n t a i n i n g m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n s , r e gu l a t o r y e v e n t s , g e n e - t o - p h e n o t y p e a s s o c i a t i o n s ,
d i s e a s e m e c h a n i s m s
,
a n d c h e m i c a l k n o w l e d g e . T h r o u g h t h i s s y s t e m s b i o l o g y t o o l , w e
i n t e g r a t e d t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s - M D R , M R , a n d M S - w i th k n o w n
m o l e c u l a r n e t w o r k s s e p a r a t e l y . N e tw o r k s a r e a l g o r i t hm i c a l l y g e n e r a t e d b a s e d o n t h e i r
c o rm e c t i v i t y . T h e f u n c t i o n a l a n a l y s i s o f a n e t w o r k i d e n t i fi e s t h e b i o l o g i c a l f u n c t i o n s
a n d/ o r d i s e a s e s t h a t a r e m o s t s i g n i f i c a n t l y e n r i c h e d i n t h e n e t w o r k u s i n g a F i s h e r
'
s
E x a c t t e s t
R e s u lt s o f C h a p t e r 1
A c o m m o n g e n e b io m a r k e r s e t o f 5 8 7 g e n e s is a s s o c i a t e d w it h m u lt i - d r u g
r e s p o n s e o f t u m o r c e l l s
T h e g o a l o f t h i s r e s e a r c h w a s t o i n t e g r a t e k n o w n g e n e b i o m a r k e r s o f
c h e m o t h e r a p e u t i c r e s p o n s e a c r o s s a l a r g e s e t o f c o m p o u n d s , t o i d e n t i f y p o t e n t i a l
b i o l o g i c a l p r o p e r t i e s a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e . M o r e s p e c i fi c a l l y , w e
s o u g h t t o d e t e r m i n e w h e th e r a c o m m o n s e t o f g e n e s c o u l d b e i d e n t i fi e d t h a t w o u l d
s e r v e a s b i o m a r k e r s o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u l t i p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s (F i g u r e
1. 1) . U s i n g t h e e x i s t i n g d a t a s e t b u i l t o n t h e i n v i t r o d r u g s c r e e n i n g r e s u l t s o f t h e
D e v e l o p m e n t a l T h e r a p e u t i c P r o g r a m (D T P) a n d t h e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s
b e f o r e d r u g t r e a tm e n t o f 6 , 8 17 g e n e s o f t h e N C I - 6 0 c e l l p a n e l [4 ] , w e i n t e g r a t e d a l l
i d e n t i fi e d p o t e n t i a l b i o m a r k e r g e n e s o f c h e m o t h e r a p e u t i c r e s i s t a n c e o r s e n s i t i v i t y
a c r o s s 2 3 2 c o m p o u n d s . U s i n g a d a t a m i n i n g a p p r o a c h t h a t r e q u i r e d a m i n im u m
n u m b e r o f c o m m o n r e s p o n s e s a c r o s s c h e m o t h e r a p e u t i c s , w e fi r s t i d e n t i f i e d a s e t o f
10 4 8 g e n e s t h a t a r e a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e s p o n s e (e . g . dr u g r e s i s t a n c e o r d r u g
s e n s i t i v i t y ) t o a t l e a s t o n e c h e m i c a l c o m p o u n d (s e e M e t h o d s ; F i g u r e 2 L A ; A d d i t i o n a l
F i l e 1 . 1 ) . W h i l e t h i s d a t a s e t i n c l u d e s l i s t s o f g e n e s t h a t w e r e p r e v i o u s l y s h o v ra t o b e
a s s o c i a t e d w i t h t u m o r s e n s i t i v i t y o r r e s i s t a n c e t o v a r i o u s c h e m i c a l c o m p o u n d s , t h i s
d a t a s e t h a s n o t b e e n q u e r i e d f o r c o m m o n ge n e s e t s a c r o s s c o m p o u n d s , n o r f o r
b i o l o g i c a l m e a n i n g s .
T o i d e n t i fy g e n e s w i t h b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e s p o n s e
t o m u l t i p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s , w e th e n a p p l i e d a s t a t i s t i c a l r e s t r i c t i o n t o t h i s
o r i g i n a l g e n e s e t a n d fi lt e r e d f o r g e n e s w i t h a n a s s o c i a t i o n w i t h t u m o r c e l l r e s i s t a n c e ,
s e n s i t i v i t y , o r b o t h r e s i s t a n c e a n d s e n s i t i v i t y t o n u m e r o u s c h e m i c a l c o m p o u n d s (s e e
M e th o d s ) . Sp e c i fi c a l l y , in t h i s a n a l y s i s , w e s e a r c h e d f o r g e n e s t h a t m a t c h e d t h r e e
d i f f e r e n t c r i t e r i a , n a m e l y g e n e s t h a t w e r e : ( 1 ) a s s o c i a t e d w i t h r e s i s t a n c e t o n u m e r o u s
c h e m i c a l c o m p o u n d s (e . g . t h e m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e g e n e s e t (M R )) , (2 ) a s s o c i a t e d
w i t h s e n s i t i v i t y t o n u m e r o u s c h e m i c a l c o m p o u n d s (e . g . t h e m u l t i - d r u g s e n s i t i v i t y g e n e
s e t (M S)) a n d (3) a s s o c i a t e d w i t h e i t h e r m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e o r m u l t i - d r u g s e n s i t i v i t y
(e . g . t h e m u l t i - d r u g r e s p o n s e g e n e s e t (M D R )) . U s i n g t h i s t y p e o f a n a l y s i s , w e
i d e n t i f i e d 5 8 7 g e n e s th a t a r e a s s o c i a t e d w i th m u l t i - d r u g r e sp o n s e t o t h e 2 3 2 d r u g s
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( s e f i e s ;i s s o d a l e d w i t h t u m o r c e l l
r e s p o B S o So m t d t i p k c h e m i ca l
Ne t w o r k
m a p p i n g
Pa t hw a y
a n a ly s i s
B i o l o g i c a l
f u n c t i o n s
F i g u r e 1 . 1 - S im p l i f i e d s c h e m a t i c o v e r v i e w o f t h i s s t u d y . T h e e x i s t i n g d a t a b a s e u s e d i n
t h i s s t u dy w a s b u i l t o n t h e b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f 6 , 8 17 g e n e s a n d t h e d r u g s c r e e n i n g r e s u l t s
o f 2 32 c h e m ic a l c o m p o u n d s f r o m t h e D T P A l l g e n e b i o m a r k e r s e t s o f t h e 2 3 2 c o m p o u n d s w e r e
c o m p i l e d i n t h i s s t u d y a n d u s e d t o i d e n t i fy f o u r g e n e b i o m a r k e r s e t s : A g e n e s e t t h a t i s a s s o c i a t e d
w i t h m u l t i - d r u g r e s p o n s e (M D R ), a m u lt i - d r u g r e s i s t a n c e g e n e s e t ( M R ), a m u l t i - d r u g s e n s i t i v i t y
g e n e s e t ( M S), a n d a g e n e s e t s a s s o c i a t e d w i t h b o t h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e a n d s e n s i t i v i t y ( B M R ) .
T h e s e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s , M D R , M R a n d M S , w e r e t h e n u s e d t o id e n t i f y a f fi l i a t e d
m o l e c u l a r n e t w o r k s , c a n o n i c a l p a t h w a y s , a n d b i o l o g i c a l f u n c t i o n s
1 0 4 8 ge n e s
r^ ' S y j i s : '
-
• v- ^' - H > 5 > *? •
5 8 7 g e n e s
V > : ' i ; . 5 • :
I t j t l ' 11ia « ii i iT i i i f i in H i l ri . r i i r i l f
F ig u r e 1 . 2 - P o t e n t ia l g e n e b io m a r k e r s o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o s i n g l e / m u l t i p l e
c h e m i c a l c o m p o u n d s . ( A ) U s i n g t h e e x i s t i n g d a t a b a s e c o n t a i n i n g p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s o f
t u m o r c e l l r e s p o n s e t o e a c h o f t h e 2 32 c h e m i c a l c o m po u n d s , w e id e n t i fi e d a t o t a l o f 104 8 g e n e s
t h a t a r e a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a t l e a s t o n e o f t h e 2 3 2 c h e m ic a l c o m p o u n d s . (B )
B a s e d o n t h e 10 4 8 g e n e s , w e t he n a p p l i e d a s t a t i s t i c a l r e s t r i c t i o n t o fi l t e r f o r g e n e s w i t h a n
a s s o c i a t i o n w i t h t u m o r c e l l r e s i s t a n c e , s e n s i t i v i t y , o r b o t h r e s i s t a n c e a n d s e n s i t i v i t y t o n u m e r o u s
c h e m ic a l c o m p o u n d s , a n d i d e n t i fi e d 5 87 g e n e s t h a t f o r m t h e M D R g e n e s e t A s s o c i a t i o n w i t h d r u g
r e s i s t a n c e i s i n d i c a t e d b y r e d a n d a s s o c i a t i o n w i t h d r u g s e n s i t i v i t y i s i n d i c a t e d b y b lu e
a 8 8 - 2 5 3
: 13 S a e n e s
2 5 3 ,
4 5 2 - 2 S 3
= 1 9 9 g e n e s
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B M R :
hli - f u n c t i o n a l r u u l t i -
d r u g r e s p o n s e g e n e s e t
¥
M R :
i l i u lt i - d r u g
r e s i s t a n c e
g e n e s e t
M S :
m u lt i - d r u g
s e n s i t i v i t y
g e n e s e t
M D R :
m u l t i - d r u g
t e s p o n s e g e n e s e t
F i g u r e 1 . 3 : V e n n D ia g r a m o f G e n e L i s t s . M D R i s a 5 8 7 g e n e s e t t h a t i s a s s o c i a t e d w i t h
m u l t i - d r u g r e s p o n s e , M R c o n ta i n i n g 3 88 g e n e s th a t a r e a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e , M S
c o n t a i n i n g 4 5 2 g e n e s t h a t a r e a s s o c i a t e d w i t h m u l t i
- d r u g s e n s i t i v i t y , a n d B M R c o n t a i n i n g 2 5 3 b i -
f u n c t i o n a l g e n e s th a t a r e a s s o c i a t e d w i th bo t h m u l t i
- d r u g r e s i s t a n c e a n d m u l t i
- d r u g s e n s i t i v i t y
B a s e d o n th e th r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s , M D R , M R , a n d M S, w e t h e n a p p l i ed s y s t e m s b i o l o g y
a p p r o a c h to id e n t i fy a f fi l i a t e d m o l e c u l a r n e t w o r k s , c a n o n i c a l p a t hw a y s , a n d b i o l o g i c a l fu n c t i o n s
(F i gu r e 1 2 B ; F i g u r e 1 3 ; A dd i t i o n a l F il e 1 1) O f t h e 5 8 7 g e n e s , 3 8 8 a r e a s s o c i a t e d
w i th c e l lu l a r r e s i s t a n c e t o n u m e r o u s c h e m i c a l c o m p o u n d s a n d t h e y f o r m t h e M R g e n e
s e t
,
w h e r e a s 4 5 2 a r e a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g s e n s i t i v i ty a n d t h e y f o r m t h e M S g e n e
s e t I n a d d i t i o n , w e fi n d t h a t 2 53 o f t h e 5 8 7 g e n e s a r e a s s o c i a t e d w i th b o t h m u l t i - d r u g
r e s i s t a n c e a n d m u l t i - d r u g s e n s i t iv i ty , n a m e ly t h e b i - f l i n c t i o n a l g e n e s , a n d t h e y f o r m
t h e B M R g e n e s e t ( e . g . b i - fi i n c t i o n a l m u l t i - d r u g r e s p o n s e g e n e s e t ) (F i g u r e 1 3 ;
A dd i t i o n a l F i l e 1 1 ) . A s a n e x a m p l e o f a B M R g e n e , w e f o u n d t h a t I G F B P 3 i s
a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l s e n s i t i v it y t o u p t o 7 5 c h e m i c a l c o m p o u n ds a n d a l s o
c e l l u l a r r e s i s t a n c e t o 4 4 c h em ic a l c o m p o u n d s (A dd i t i o n a l F i l e 1 1)
M u l t i - d r u g s u s c e p t ib i l i t y g e n e s a r e h ig h l y in t e r
- c o n n e c t e d a n d e n r i c h e d f o r
n u m e r o u s b i o lo g ic a l p r o c e s s e s in c lu d in g t u m o r ig e n e s is
T o i d e n t i f y b i o lo g i c a l p r o c e s s e s a s s o c ia t e d w i th t u m o r c e l l r e sp o n s e t o m u lt i p l e
c h em ic a l c o m p o u n d s , w e a n a l y z e d t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s - M R , M S , a n d
M D R - s e p a r a t e ly f o r e n r i c h e d p r o te i n - p r o t e i n n e t w o r k i n t e r a c t i o n s (Se e M e t h o d s ) .
F o r t h e M R g e n e s e t a n a l y s i s , a t o t a l o f 3 4 7 o f t h e 3 88 g e n e s w e r e e l i g i b l e f o r
n e tw o r k g e n e r a t i o n (e . g p r e s e n t in t h e n e t w o r k d a t a b a s e ) W e i d e n t if i e d a s i g n i fi c a n t
m o l e c u l a r n e t w o r k (p < 10
' ' ' *
) t h a t i s a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e s i st a n c e t o m u l t i p l e
c h e m ic a l c o m p o u n d s (F ig u r e 1. 4 A ) T h i s m o l e c u l a r n e t w o r k c o n t a in s 3 5 p r o t e i n s a n d
p r o t e i n c o m p l e x e s , o f w h ic h 3 3 a r e a s s o c ia t e d w i t h t u m o r c e l l r e s i s t a n c e t o n u m e r o u s
c h e m i c a l c o m p o u n d s (F i g u r e 1 4 A ; A d d i t i o n a l F i l e 1 2 ) . F r o m M R a n a l y s i s , w e a l s o
i d e n t i fi e d 6 2 c o m m o n b i o l o g i c a l f u n c t i o n s t h a t a r e e n r i c h e d i n g e n e s a s s o c i a t e d w i t h
m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e (A d d it io n a l F i l e 1 . 3 ) .
F o r th e M S g e n e s e t a n a ly s i s , a t o t a l o f 4 0 2 o f t h e 4 5 2 g e n e s w e r e e l i g ib l e f o r n e t w o r k
g e n e r a t i o n A s i g n i f i c a n t m o le c u l a r n e t w o r k (p < 10
"
' * ' '
) w a s i d e n t i fi e d f r o m n e t w o r k
m a p p in g (F i g u r e 1 4 B ) T h i s m o l e c u l a r n e t w o r k c o n t a in s 3 5 p r o t e in s a n d p r o t e i n
c o m p le x e s , a n d 3 2 o f t h e m a r e a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l s e n s it i v i t y t o n u m e r o u s
M R M S M D R
A
^
r < i <f
• •
I
P «; l » * i
- I
t |
"
'^ ^
M " # -
1 '
F ig u r e 1 . 4
- S i g n i f i c a n t m o l e c u l a r n e t w o r k s e n r i c h e d i n M R B S , M S B S , a n d C M R B S .
O n e m o l e c u l a r n e t w o r k w a s ide n t i fi e d f o r e a c h o f th e t h r e e g e n e s e t s (A ) M R n e tw o r k c o n t a i n s 3 5
p r o t e i n s a n d p r o t e i n c o m p l e x e s , a n d 3 3 o f t h e m a r e a s s o c i a t e d w i th m u l t i
- d r u g r e s i s t a n c e (B ) M S
n e tw o rk c o n t a i n s 3 5 p r o t e i n s a n d p r o t e i n c o m p l e x e s , a n d 3 2 a r e a s s o c i a t e d w i t h m u l t i
- d r u g
s e n s i t i v i t y . (C ) M B R n e tw o r k c o n t a i n s 35 p r o t e i n s a n d p r o t e i n c o m p l e x e s , a n d 3 2 a r e a s s o c i a t e d w i th
e i th e r m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e o r m u l t i - d r u g s e n s i t i v i t y o r bo th N e t w o r k s a r e d i s p l a y ed w i t h s y m b o l s
r e p r e s e n t i n g e n c o de d p r o t e i n s c o r r e s p o n d i n g to the i r R N A t r a n s c r i p t s t ha t a r e e i th e r a s s o c i a t e d w i th
m u l t i - d r u g r e s p o n s e ( r e d a n d g r e e n s y m bo l s ) o r a s s o c i a t e d to th e r e l a t e d t r a n s c r i p t s (w hi t e s y m bo l s ) .
P - v a l u e s r e p r e s e n t i n g th e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n c e o f n e tw o r k s a r e s ho w n
c h e m i c a l c o m p o u n d s (F i g u r e 1. 4 B ; A d d i t i o n a l F i l e 1 . 1 a n d 1. 2 ) . T h r o u g h f u r t h e r
i n v e s t i g a t i o n , w e i d e n t i fi e d 6 1 c o m m o n b i o l o g i c a l p r o c e s s e s t h a t a r e e n r i c h e d i n t h i s
g e n e b i o m a r k e r s e t (A d di t i o n a l F i l e 1 . 3 ) .
F o r t h e M D R g e n e s e t a n a l y s i s , a t o t a l o f 5 2 8 o f t h e 5 87 g e n e s w e r e e l i g i b l e f o r
n e tw o r k g e n e r a t i o n . T h e m o s t s i g n i f i c a n t n e t w o r k i d e n t i f i e d f r o m o u r a n a l y s i s (p <
l O
" " *"
) c o n t a i n s 3 5 p r o t e i n s (F i g u r e 1 . 4 C ) . O f t h e 3 5 , 3 3 a r e a s s o c i a t e d w i t h e i t h e r
m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e , m u l t i - d r u g s e n s i t i v i t y , o r b o t h . (F i g u r e 1. 4 C ; A d di t i o n a l F i l e
1. 1 a n d 1 . 2 ) . M o r e o v e r , w e i d e n t i f i e d 6 0 c o m m o n b i o l o g i c a l f u n c t i o n s t h a t a r e
e n r i c h e d i n t h e M D R (A d d it i o n a l F i l e 1. 3) .
O u r r e s u l t s s h o w th a t a l l o f t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s a r e e n r i c h e d f o r b i o l o g i c a l
p r o c e s s e s r e l a t e d t o t u m o r i g e n e s i s , a m o n g w h i c h t h e t o p th r e e a r e c a n c e r , c e l l d e a t h ,
a n d c e l l u l a r g r o w th a n d p r o l i f e r a t i o n ( T a b l e 1 . 1; A d d i t i o n a l F i l e 1 . 3 ) .
T a b le 1 . 1 - T o p f i v e b io l o g ic a l p r o c e s s e s e n r i c h e d i n M D R , M R , a n d M S .
B i o m a r k e r
s e t
R a n k w i t h i n
b i o m a r k e r s e t
C a n o n i c a l p a t h w a y p - v a l u e
M D R
C a n c e r
C e l l D e a t h
C e l l u l a r G r o w t h a n d P r o l i f e r a t io n
G a s t r o i n t e s t i n a l D i s e a s e
C e l l u l a r M o v em e n t
2 . 5 1E - 4 4
4 . 4 9 E - 2 7
4 . 5 6 E - 2 1
1 . 3 1E - 19
6 . 9 5 E - 1 8
M R
C a n c e r
C e l l D e a t h
C e l l u l a r G r o w t h a n d P r o l i f e r a t i o n
G a s t r o in t e s t i n a l D i s e a s e
G e n e t i c D i s o r d e r
2 . 5 8E - 3 9
5 . 2 8E - 2 7
6 3 8E - 2 7
9 . 4 9E - 2 3
8 7 9E - 2 0
M S
C a n c e r
C e l l D e a t h
C e l l u l a r G r o w t h a n d P r o l i f e r a t i o n
G a st r o i n t e s t i n a l D i s e a s e
G e n e t i c D i s o r d e r
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2 . 9 7E - 5 0
3 . 7 0 E - 2 9
2 7 7E - 2 7
2 . 8 2 E - 2 5
6 . 2 9 E - 2 2
N u m e r o u s c a n o n i c a l p a t h w a y s i n c l u d i n g t h e N r f 2 a n d IG F - 1 m e d i a t e d
p a t h w a y s a r e e n r i c h e d a n d a s s o c i a t e d w it h t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u lt i p l e
c h e m i c a l c o m p o u n d s
W e n e x t s e t o u t t o i d e n t i f y t h e c a n o n i c a l s i g n a l i n g p a t h w a y s t h a t p o s s i b ly u n d e r l i e
t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u l t i p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s by a p p ly i n g p a t h w a y a n a l y s i s t o
t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s : M D R , M R , a n d M S (s e e M e t h o d s ) .
F o r t h e M D R g e n e s e t , a t o t a l o f 5 15 o f t h e 5 8 7 g e n e s w e r e e l i g i b l e f o r c a n o n i c a l
p a t h w a y a n a l y s i s . F o r t h e M R g e n e s e t , a t o t a l o f 34 0 o f t h e 3 88 g e n e s w e r e e l i g i b l e
f o r c a n o n i c a l p a t h w a y a n a l y s i s . A n d a t o t a l o f 3 9 1 o f t h e 4 5 2 g e n e s i n t h e M S g e n e
s e t w e r e e l i g i b l e f o r c a n o n i c a l p a t h w a y a n a l y s i s .
T a b le 1 . 2 - S e le c t e d c a n o n ic a l p a t h w a y s e n r i c h e d i n M D R , M R , a n d M S .
B i o m a r k e r
s e t
R a n k w i t h i n
b io m a r k e r s e t
C a n o n i c a l p a t h w a y
- l o g (p -
v a l u e )
M D R
A r g i n i n e a n d P r o l i n e M e t a b o l i s m
I n t e g r in S i g n a l i n g
I L K S i g n a l i n g
N R F 2 - m e d i a t e d O x i d a t i v e S t r e s s R e s p o n s e
I G F - 1 S i g n a l in g
7 . 9 0
5 . 4 1
5 . 3 2
5 . 0 1
4 . 7 1
M R
12
14
A r g i n in e a n d P r o l i n e M e t a b o l i s m
N R F 2 - m e d ia t e d O x i d a t i v e S t r e s s R e s p o n s e
IG F - 1 S i g n a l i n g
I n t e g r i n Si g n a l i n g
I L K S i g n a l i n g
7 0 3
4 7 3
4 3 2
3 . 2 5
3 . 1 5
M S
11
I n t e g r i n S i g n a l i n g
A r g i n in e a n d P r o l i n e M e t a b o l i s m
I L K S i g n a l in g
N R F 2 - m e d i a t e d O x id a t i v e S t r e s s R e s p o n s e
I G F - 1 S i g n a l i n g
6 . 6 5
6 . 3 7
6 . 0 6
4 . 6 0
4 52
1 1
O u r a n a l y s e s i n d i c a t e t h a t n u m e r o u s c o mm o n c a n o n i c a l p a t h w a y s a r e s t a t i s t i c a l l y
e n r i c h e d i n a l l o f t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s . A m o n g t h e m o s t s i g n i f i c a n t a r e t h e
a r g i n i n e a n d p r o l i n e m e t a b o l i s m p a t h w a y , t h e i n t e g r i n s i g n a l i n g p a t h w a y , t h e I L K
s i gn a l i n g p a t h w a y , t h e N r f2 - ra e d i a t e d o x i d a t i v e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y , a n d t h e I G F -
1 s i gn a l i n g p a t h w a y (T a b l e 1 . 2 ; A d d i t i o n a l F i l e 1 . 4 ) .
A t o t a l o f 16 g e n e s w i t h i n t h e a r g i n i n e a n d p r o l i n e m e t a b o l i s m p a th w a y a r e a s s o c i a t e d
w i t h m u l t i - d r u g r e s p o n s e . O f t h e 16 , e i g h t a r e b i - f u n c t i o n a l g e n e s , w i t h a n o t h e r f o u r
o n l y a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e a n d a n o t h e r f o u r o n l y a s s o c i a t e d w i t h
m u lt i - d r u g s e n s i t i v i t y . T h e i n t e g r i n s i g n a l i n g p a t h w a y h a s 2 1 g e n e s w i t h i n t h e M D R
g e n e s e t . 12 o f t h e 2 1 a r e b i - f u n c t i o n a l g e n e s , a n d o n e o f t h e m i s o n l y a s s o c i a t e d w i t h
m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e a n d a n o t h e r e i g ht ge n e s a r e o n l y a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g
s e n s i t i v i t y . 2 0 o f I L K t a r g e t g e n e s a r e a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g r e s p o n s e , a n d 10 o f
t h e m a r e b i - fi i n c t i o n a l . A n o t h e r t w o o f t h e I L K t a r g e t g e n e s a r e o n l y a s s o c i a t e d w i t h
m u lt i - d r u g r e s i s t a n c e , a n d a n o t h e r e i g h t a r e o n l y a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g
s e n s i t i v i t y . N r f 2 h a s 19 t a r g e t g e n e s a s s o c i a t e d w it h m u l t i - dr u g r e s p o n s e . 1 1 o f t h e 19
a r e b i - f ii n c t i o n a l g e n e s , w i t h a n o t h e r t h r e e o n l y a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e
a n d a n o t h e r fi v e o n l y a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g s e n s i t i v i t y . I G F - 1 h a s 13 t a r g e t
g e n e s w i t h i n t h e M D R g e n e s e t . E i g h t o f t h e 13 a r e b i - f u n c t i o n a l g e n e s , o n e o f t h e 13
i s o n l y a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e , a n d a n o t h e r f o u r I G F - 1 t a r g e t g e n e s a r e
o n l y a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g s e n s i t i v i t y (T a b l e 1. 3 ) .
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T a b le 1 . 3 - G e n e s w it h i n t h e s e l e c t e d c a n o n i c a l p a t h w a y s t h a t a r e e n r i c h e d i n
M D R
,
M R
,
a n d M S .
C a n o n i c a l
p a t h w a y M D R M R M S
N R F 2 - m e d i a t e d
O x id a t i v e S t r e s s
R e s po n s e
( 19 ge n e s )
F O SL l
,
JU N D
,
T X N
,
A K R I A I
,
SQST M l . RR A S , PR D X l ,
G ST P l , M G ST 2 , T X N R D l ,
H R A S , ST I P 1, F T L , U B B ,
M G ST 1, SCA R B 1 , G ST 0 1,
PP I B
.
N QO l
( 14 g e n e s )
A K R l A l
,
F O SL l
,
F T L ,
G ST P l , J U N D , M G ST l ,
N QO I . P P IB , PR D X l ,
R R A S, SC A R B 1 , ST I P 1,
T X N
,
T X N R D l
( 16 ge n e s )
A K R I A I
,
F T L
,
G ST O I
,
G ST P l , H RA S , JU N D ,
M G ST I
,
M G ST 2 , N Q 0 I ,
PP I B , PR D X l , RR A S ,
SQST M l . T X N ,
T X N R D l
,
U B B
I G F - 1 S ig n a l i n g
( 13 ge n e s )
SFN , R A C 1 , R R A S , C T G F ,
Y W H A H , P R K A R I A , C Y R 6 1,
IG F B P2 , Y W H A E , H R A S ,
SH C 1, 1G F B P4 , 1G F B P3
(9 ge n e s )
I G F B P2
,
Y W H A E
,
SF N
,
R R A S . C T G F , SH C l ,
C Y R 6 1, 1G F B P4 ,
1G F B P3
( 12 ge n e s )
I G F B P2 , H RA S , SFN ,
RR A S , PR K A R I A ,
Y W H A H , C T G F , SH C 1,
C Y R 6 1, RA C I , I G F B P4 ,
I G F B P3
A r g i n i n e a n d
P r o l i n e
M e t a b o l i s m
( 16 ge n e s )
A L D H 2 , SR M , P 4 H B ,
A L D H 1A 3 , C K B , L 0 X L 1 ,
C K M T I B
.
R A R S
,
O D C l
,
A SS 1
,
P 4H A 1 , G 0 T 2 ,
A L D H 1A 1 , PY C R 1 , SM S ,
O A T
( 12 ge n e s )
A SS 1 , P 4 H A 1, SRM ,
P4 H B
,
G 0 T 2 ,
A L D H 1A 3 , C K M T 1B ,
A L D H 1A 1, PY C R 1 ,
0 D C I
,
SM S , 0 A T
( 12 ge n e s )
A SS 1
,
A L D H 2 , SR M ,
P4 H B
,
A L D H I A 3
,
C K B ,
L O X L L RA R S ,
A L D H 1A 1, PY C R 1 , SM S ,
O A T
I n t e g r i n
S i g n a l i n g
(2 1 ge n e s )
A C T N 1, A R PC 1A , R H 0 C ,
R A C l
,
V C L
,
R R A S
,
A R F 3 ,
I T G B 5 , T SPA N 3 , A R F 5 ,
M Y L 12A , I L K , H R A S , C A PN 2 ,
SH C l
,
I T G B l
,
R H O D , C A V l ,
A R F 4
,
A R PC 1B
,
Z Y X
( 13 ge n e s )
A C T N 1
,
R H 0 C , RR A S ,
M A PK 6
,
V C L , A RF 3 ,
A R F 5 , M Y L 12 A ,
C A PN 2
,
SH C L I T G B I ,
C A V 1, Z Y X
( 20 ge n e s )
A C T N L A R PC I A ,
R H O C , R A C l , V C L ,
R R A S
,
A R F 3 , 1T G B 5 ,
T SPA N 3 , A RF 5 , IL K ,
H R A S, C A PN 2 , SH C I ,
I T G B l , R H O D , C A V l ,
A R F 4
,
A R PC I B , Z Y X
I L K S ig n a l i n g
(2 0 ge n e s )
M Y H 10 , A C T N 1 , RH O C ,
R A C l , I T G B 5 , C C N D l , I L K ,
M Y L 9 ( i n c l u de s EG : 10 39 8) ,
M Y C , F N I , C T N N B l , K R T I 8 ,
M Y H 9 , F L N A , IT G B l , R H O D ,
FE R M T 2 , V I M , T M SB 4X ,
F PA P2B
( 12 ge n e s )
M Y L 9 ( i n c l u d e s
EG : 103 98 ) , A CT N 1,
M Y C , FN I , R H O C ,
CT N N B l , M A P K 6 ,
K R T 18 , C C N D 1,
I T G B l
,
V I M
,
T M SB 4 X
( 18 g e n e s )
M Y H 10
,
A C T N 1 , R H O C ,
I T G B 5 , C C N D l , I L K ,
M Y L 9 ( i n c l u d e s
E G : 10 3 98 ) , M Y C , F N 1 ,
K R T 18
,
M Y H 9 , F L N A ,
I T G B l , R H O D , F E R M T 2 ,
V I M , T M SB 4 X , PPA P2B
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D i s c u s s i o n o f C h a p t e r 1
I n t h i s s t u dy , w e s e t o u t t o i d e n t i fy w h e t h e r a c o m m o n g e n e b i o m a r k e r s e t o f t u m o r
c e l l r e s p o n s e t o m u l t i p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s c o u l d b e i d e n t i f i e d th r o u g h th e
a p p l i c a t i o n o f a s y s t e m s l e v e l a p p r o a c h . O u r a n a l y s e s w e r e i n i t i a t e d b y i n t e g r a t i n g
d a t a o b t a i n e d b y St a u n t o n e t a l . [4 ] w h e r e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s f o r e a c h o f
t h e t u m o r c e l l l i n e s o f t h e N C I - 6 0 p a n e l a n d t h e d r u g s c r e e n i n g r e s u l t s f o r 2 32
c h e m i c a l c o m p o u n d s e s t a b l i s h e d b y t h e D T P w e r e i n t e g r a t e d t o i d e n t i fy p o t e n t i a l
g e n e b i o m a r k e r s f o r e a c h c o m p o u n d .
B y c o m b i n i n g t h e 2 3 2 g e n e l i s t s o f p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s f o r t h e 2 3 2 c h e m i c a l
c o m p o u n d s a n d f i l t e r i n g f o r g e n e s t h a t w e r e a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e ,
s e n s i t i v i t y , o r b o t h r e s i s t a n c e a n d s e n s i t i v i t y , w e i de n t i f i e d 5 8 7 p o t e n t i a l g e n e
b i o m a r k e r s w i t h b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e s p o n s e t o
n u m e r o u s c o m p o u n d s a n d f o r m t h e M D R g e n e s e t . O f t h e 5 8 7 g e n e s , 3 8 8 (6 6% ) a r e
a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e a n d f o r m th e M R ; 4 5 2 (7 7% ) a r e a s s o c i a t e d
w i t h m u l t i - d r u g s e n s i t i v i t y a n d f o r m t h e M S ; a n d m o s t i n t e r e s t i n g l y , 2 5 3 o f t h e 5 8 7
g e n e s (4 3% ) a r e l i n k e d b o t h t o m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e a n d m u l t i - d r u g s e n s i t i v i t y , a n d
th e y fo r m t h e B M R g e n e s e t .
T o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e b i o l o g i c a l m e c h a n i s m s t h a t m a y u n d e r l i e m u l t i - d r u g
r e s i s t a n c e
,
w e t h e n a p p l i e d a s y s t e m s b i o l o g y a p p r o a c h t o f u r t h e r e x a m i n e p r o t e i n s
e n c o d e d b y th e i d e n t i f i e d t r a n s c r i p t s a n d a n y k n o w n a s s o c i a t i o n s a m o n g t h e m . T h i s
a n a l y s i s w a s c a r r i e d o u t o n t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s (M D R , M R , a n d M S ) a n d
a f f i l i a t e d n e t w o r k s , p a t h w a y s , a n d b i o l o g i c a l p r o c e s s e s u n d e r l y i n g t u m o r c e l l
r e s p o n s e t o m u l t i p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s w e r e i d e n t i f i e d .
W e i d e n t i f ie d 6 0 c o m m o n b i o l o g i c a l f u n c t i o n s f o r M D R , 6 2 f o r M R , a n d 6 1 f o r M S .
N o t s u r p r i s i n g l y , w e f o u n d t h a t a l l o f t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s a r e s t a t i s t i c a l l y
e n r i c h e d f o r b i o l o g i c a l fu n c t i o n s r e l a t e d t o t u m o r i g e n e s i s , a n d t h e t o p th r e e a f fi l i a t e d
f i i n c t i o n s a r e c a n c e r , c e l l d e a t h , a n d c e l l u l a r g r o w th a n d p r o l i f e r a t i o n .
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B y e x am i n in g t h e e n r ic h e d c a n o n i c a l p a t h w a y s o f t h e t h r e e b i o m a r k e r s e t s , w e f o u n d
f i v e c a n o n i c a l p a t h w a y s t h a t a r e g e n e r a l l y e n r i c h e d i n a l l o f t h e t h r e e b i o m a r k e r s e t s
a n d th e y a r e t h e a r g i n i n e a n d p r o l i n e m e t a b o l i s m p a t hw a y , th e i n t e g r i n s i g n a l i n g
p a t h w a y , t h e I L K s i gn a l in g p a t hw a y , th e N r f 2
- m e d i a t e d o x i d a t iv e s t r e s s r e s p o n s e
p a t h w a y , a n d t h e I G F
- 1 s i gn a l in g p a t h w a y .
A r g i n in e a n d p r o l i n e a r e a m o n g t h e tw e n ty c o m m o n n a t u r a l a m i n o a c i d s , a n d a r g i n in e
a n d p r o l i n e m e t a b o l i s m h a s a l r e a d y b e e n a s s o c i a t e d w i t h t u m o r i g e n e s i s [8 , 9 ] . T h e
i n t e g r in f a m i l y o f c e l l a d h e s i o n r e c e p t o r s h a v e b e e n r e l a t e d t o s e v e r a l c e l l u l a r
f u n c t i o n s in c l u d i n g t h e m e ta s t a s i s o f s o l i d t u m o r s , w h i c h m a k e s t h e m a p p e a l i n g
t h e r a p e u t i c t a r g e t s f o r c a n c e r t r e a t m e n t [ 10 ] . A n d I L K i s w e l l e s t a b l is h e d f o r i t s r o l e s
in c e ll s u r v i v a l , c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n , c e l l m i g r a t io n a n d i n v a s i o n , a n d it a l s o s e r v e s a s
a n a t t r a c t i v e t h e r a p e u t i c t a r g e t f o r c a n c e r tr e a t m e n t [ 1 1] .
T h e N r f Z- m e d i a t e d o x i d a t iv e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y i s a m o n g th e m o s t s i g n i f i c a n t l y
e n r i c h e d c a n o n i c a l p a t hw a y s i n a l l o f t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s Sp e c i fi c a l ly , t h e
N r f 2 p a t h w a y c o n t a i n s 1 1 b i
- f u n c t i o n a l g e n e s , a s w e ll a s a n o t h e r t h r e e t a r g e t g e n e s
a s s o c i a t e d w i t h m u lt i - d r u g r e s i s t a n c e a n d a n o t h e r fi v e a s so c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g
se n s it i v i t y . T h e N r f 2 g e n e it se l f d i d n o t s h o w a s so c i a ti o n w it h t u m o r c e l l r e s p o n s e t o
m u l ti p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s . T h e s e fi n d in g s m a y in d i c a t e t h a t t h e N C I - 6 0 t u m o r
c e l l li n e s e x p r e s s t h e s am e le v e l o f N r f Z m R N A , b u t w i t h d if f e r e n t tr a n s c r i p t i o n a l
a c t iv it i e s
,
a n d th a t r e s u l t in v a r i o u s c e ll u la r s u s c e p t ib i l it i e s t o m u l t i p l e c h e m i c a l
c o m p o u n d s
N r f 2 i s a t r a n s c r i p t i o n f a c t o r a n d i t i s in v o l v e d i n p r o t e c t i n g c e ll s f r o m e n v i r o i m i e n t a l
t o x i c i n s u l t s [ 1 2 ], i n c l u d i n g R e a c t iv e O x y g e n S p e c i e s (R O S ) [ 13 ] . I t h a s b e e n a
p r o m i s i n g t h e r a p e u t ic ta r g e t f o r n u m e r o u s d i s e a s e s , in c l u d i n g c a r d i o v a s c u l a r d is e a s e
[ 14 ] a n d P a r k i n s o n
'
s d i s e a s e [ 15 ] . N r f 2 is a l so r e l a t e d t o c h e m o p r e v e n t i o n [ 16 ] a n d
c h e m o r e s i s t a n c e [ 1 7 ] . N r f 2 w o r k s a s a s y s te m w i t h a n o t h e r g e n e c a l l e d K e lc h - l ik e
E C H - a s s o c i a t e d p r o t e i n 1 (K e a p l ) , a n d t h e d e fi c ie n c y o f K e a p l is l i n k e d t o
c h e m o r e s i s t a n c e a n d in c r e a s e d tu m o r g r o w t h [ 18 ] U n d e r n o r m a l c o n d i t i o n s , N r f Z is
b o u n d b y K e a p l a n d n o t a c t i v e E x p o s u r e t o N r f 2 in d u c in g a g e n t s w i l l r e l e a se N r f 2
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f r o m K e a p l a n d a l l o w n u c l e u s a c c u m u l a t i o n o f N r f 2 , w h i c h t r i g g e r t h e e x p r e s s i o n o f
N r f 2 d o w n s t r e a m t a r g e t g e n e s [ 19 ] . N r f 2 i s b e l i e v e d t o h a v e d u a l p r o p e r t i e s i n
t u m o r i g e n e s i s [2 0] . I t s s i g n a l i n g p a t h w a y h a s b e e n r e l a t e d t o c e l l s u r v i v a l a n d
p r e v i o u s r e s e a r c h s h o w n t h a t N r f 2 d e fi c i e n c y w a s a s s o c i a t e d w i t h d e c r e a s e d r a t e s o n
c e l l p r o l i f e r a t i o n a n d t u m o r fo r m a t i o n [2 1] . I n t e r e s t i n g l y , i t h a s a l s o b e e n f o u n d t h a t
N r f 2 a n d s o m e o f i t s d o w n s t r e am t a r g e t g e n e s , i n e l u d i n g T X N a n d T X N R D l , w e r e
o v e r e x p r e s s e d i n n u m e r o u s t u m o r c e l l l i n e s a n d h u m a n c a n c e r t i s s u e s [ 2 0 , 2 2 , 2 3 ] ,
w h i c h i n d i c a t e s i t s i n v o l v e m e n t i n t u m o r f o r m a t i o n .
A v e r y i m p o r t a n t b r a n c h o f N r f 2 t a r g e t g e n e s a r e p h a s e 2 e n z y m e s , a n d t h e i n d u c t i o n
o f p h a s e 2 e n z y m e s i s l i n k e d t o c y t o p r o t e c t i v e f u n c t i o n s a g a i n s t c a r c i n o ge n e s i s ,
m u t a g e n e s i s , a n d o t h e r t y p e s o f c e l l u l a r t o x i c i t y [ 2 4 ] . I t w a s p r o p o s e d t h a t t h e
a c t i v a t i o n o f N r f 2 w o u l d t r i g g e r t h e e x p r e s s i o n o f i t s d o w n s t r e a m p h a s e 2 e n z y m e s ,
w h i c h w e r e i n v o l v e d i n c a r c i n o g e n d e t o x i c a t i o n a n d a t t e n u a t i o n o f o x i d a t i v e s t r e s s
[2 4 ] . St u d y r e s u l t s f r o m c l i n i c a l i n t e r v e n t i o n s a l s o s u p p o r t s t h e h y p o t h e s i s t h a t N r f 2
a c t i v a t i o n i s i n v o l v e d i n c e l l u l a r p r o t e c t i v e f u n c t i o n by s h o w i n g t h a t i n d u c e r s o f N r f 2
s i g n a l i n g p a t h w a y i n c r e a s e c y t o p r o t e c t i v e e n z y m e e x p r e s s i o n [2 5 ] . O n e f a m o u s N r f 2
i n d u c e r i s s u l f o r a p h a n e [2 6] , a n d i t i s e n r i c h e d i n v e g e t a b l e s l i k e b r o c c o l i s p r o u t s .
P r e c l i n i c a l a n d c l i n i c a l s t u d i e s h a v e b o t h e v a l u a t e d th e s a f e t y a n d e f f e c t i v e n e s s o f
u s i n g s u l f o r a p h a n e t o i n c r e a s e t h e e x p r e s s i o n o f p h a s e 2 e n z y m e s [ 2 7 ] .
S e v e r a l o f t h e N r f 2 t a r g e t g e n e s i d e n t i f i e d f r o m o u r s t u d y a r e o f i n t e r e s t a n d s u p p o r t
o u r fi n d i n g s t h a t t h e N r f 2 p a th w a y m a y u n d e r l i e t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u l t i p l e
c h e m i c a l c o m p o u n d s . F o r e x a m p l e , T X N a n d T X N R D l a r e t h e k e y c o m p o n e n t s o f
t h e t h i o r e d o x i n s y s t e m , w h i c h i s a n a n t i - o x i d a n t s y s t e m t h a t h a s b e e n l i n k e d t o r e d o x -
i n d u c e d c e l l d e a t h
,
c e l l u l a r g r o w t h , a n d a p o p t o s i s [2 8 - 3 0 ] . O v e r e x p r e s s i o n o f T X N
a n d T X N R D l h a v e be e n f o u n d i n s e v e r a l t y p e s o f h u m a n c a n c e r s , a n d a s s o c i a t e d w i t h
h i g h p r o l i f e r a t i o n c a p a c i t y a n d l o w a p o p t o s i s r a t e [2 3 ] . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n
th a t t a r g e t i n g t h e t h i o r e d o x i n s y s t e m t o i n d u c e t u m o r c e l l a p o p t o s i s m i gh t u n d e r l i e t h e
a n t i - c a n c e r m e c h a n i s m s o f s e v e r a l t h e r a p e u t i c a g e n t s , i n c l u d i n g a r s e n i c t r i o x i d e [ 3 1] .
O u r r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e N r f 2- m e d i a t e d o x i d a t i v e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y c o u l d
b e a n u n d e r l y i n g m e d i a t o r o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u l t i p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s ,
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a n d th e th e o r i d o x i n s y s t e m c o u l d s e r v e a s a p o t e n t i a l t h e r a p e u t i c t a r g e t f o r n u m e r o u s
a n t i - c a n c e r t r e a tm e n t s .
A n o t h e r n o t e w o r t h y fi n d i n g fr o m o u r s t u d y i s t h e b i - fi i n c t i o n a l g e n e I G F B P 3 . I t i s
a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e s i s t a n c e t o 4 4 c h e m i c a l c o m p o vm d s , a n d c e l l u l a r
s e n s i t i v i t y t o 7 5 c h e m i c a l c o m p o u n d s . I t i s a l s o a n i m p o r t a n t p l a y e r i n t h e I G F - 1
s i g n a l i n g p a t h w a y , w h i c h i s i d e n t i fi e d a s s i g n i fi c a n t l y e n r i c h e d i n a l l t h e t h r e e
b i o m a r k e r g e n e s e t (M D R , M R , a n d M S). T h e i n s u l i n l i k e g r o w t h f a c t o r s (I G F - 1,
I G F - 2 ) a n d t h e ir b i n d i n g p r o t e i n s (I G F B P l - I G FB P 6 ) a r e a s s o c i a t e d w i t h c e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n , d i f f e r e n t i a t i o n , a n d a p o p t o s i s [3 2 ] , a n d th e I G F - 1 r e c e p t o r s p r o v i d e
t h e r a p e u t i c t a r g e t s o f s e v e r a l i n v e s t i g a t i o n a l a g e n t s i n c l i n i c a l a n d p r e - c l i n i c a l
d e v e l o p m e n t [ 3 3] . H i g h l e v e l s o f s e r u m I G F - 1 h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h i n c r e a s e d r i s k
o f s e v e r a l t y p e s o f c a n c e r (e . g . b r e a s t , p r o s t a t e , c o l o r e c t a l , a n d lu n g ) [3 4 , 3 5 ] . A n d
c e r t a i n p o l y m o r p h i s m s o f I G F l a n d it s t a r g e t g e n e I G F B P 3 w e r e s h o w n t o c o n t r i b u t e
t o c a r c i n o g e n e s i s a s w e l l [ 3 6 - 3 9 ] . P h y s i o l o g i c a l l y , I G F - 1 i s t h e m a j o r m o d u l a t o r o f
t h e e f f e c t s o f t h e g r o w t h h o r m o n e [4 0] , w h i c h m a k e s i t c a p a b le t o i n fl u e n c e c e l l u l a r
p r o l i f e r a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n [3 2 ] . T h e a c t i o n o f I G F - 1 i s p r e d o m i n a n t l y m e d i a t e d
b y th e I G F - 1 r e c e p t o r (I G F I R ) , w h i l e t h e a m o u n t o f b i o - a v a i l a b l e I G F - 1 fo r
i n t e r a c t i o n w i t h I G F I R i s m o d u l a t e d b y I G F b i n d i n g p r o t e i n s (I G F B P l - I G F B P 6)
[ 34 ] , e s p e c i a l l y I G FB P 3 . I G F B P 3 h a s b o t h d e p e n d e n t a n d i n d e p e n d e n t e f f e c t s o n
c e l l u l a r g r o w th [4 1] . P r e v i o u s s t u d y s h o w n t h a t p 5 3 , o n e o f t h e m o s t i m p o r t a n t h u m a n
t u m o r - s u p p r e s s o r p r o t e i n s t h a t m e d i a t e c e l l - c y c l e a r r e s t a n d a p o p t o s i s [4 2 ] , i n d u c e s
t h e e x p r e s s i o n o f I G F B P 3 [3 4 , 4 3 ] . I t i s a l s o f o u n d t h a t t h e c o m p a r i s o n o f I G F B P3
m R N A l e v e l s b e tw e e n b e n i g n a n d m a l i g n a n t b r e a s t t u m o r s i n d i c a t e s t h a t c a n c e r
t i s s u e s h a v e s i gn i fi c a n t l y l o w e r g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f I G FB P3 [ 4 4 ] .
O u r a n a l y s i s s h o w s t h a t t h e I G F - 1 s i g n a l i n g p a t h w a y i s h i gh l y a s s o c i a t e d w i t h t u m o r
c e l l r e s p o n s e t o m u l t ip l e c h e m i c a l c o m p o u n d s , a n d I G FB P 3 i s a s s o c i a t e d w i t h t u m o r
c e l l r e s p o n s e t o u p t o 7 5 c h e m i c a l c o m p o u n d s . O u r fi n d i n g s i n d i c a t e t h a t t h e I G F - 1
s i g n a l in g p a t h w a y m a y b e a c o m m o n m e d i a t o r o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u lt i p le
c h e m i c a l c o m p o u n d s , a n d t h e I G F B P 3 g e n e c o u l d b e a n e s s e n t i a l g e n e t i c f a c t o r t h a t
u n d e r l i e s t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u l t i p l e d r u g s du e t o d i f f e r e n t dr u g m e t a b o l i c
m e c ha n i sm s
,
a s w e l l a s o t h e r p r o p e r t i e s .
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O u r s t u dy c a n b e f u r t h e r i m p r o v e d a t v a r i o u s l e v e l s . T h e e x i s t i n g d a t a b a s e u s e d i n t h i s
s t u d y w a s g e n e r a t e d i n 2 0 0 1 , w h e r e t h e o r i g i n a l d a t a c o n t a i n s b a s e l i n e g e n e
e x p r e s s i o n l e v e l s o f 6 , 8 1 7 g e n e s a n d d r u g s c r e e n i n g r e s u l t s o f 5 , 0 84 c o m p o u n d s o f
t h e N C I - 6 0 c e l l p a n e l . T o d a y , w e h a v e a c c e s s t o m o r e a d v a n c e d s e q u e n c i n g
t e c hn o l o g i e s a n d m o r e c o m p r e h e n s i v e d r u g s c r e e n i n g d a t a , a n d t h e y c a n b e a p p l i e d t o
i d e n t i f y p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s o f m o r e c h e m i c a l c o m p o u n d s w i t h h i g h e r a c c u r a c y .
M o r e o v e r , t h e c o m m o n g e n e b i o m a r k e r s e t s a n d a s s o c i a t e d b i o l o g i c a l f u n c t i o n s
i d e n t i f i e d f r o m o u r s t u dy m i g h t r e s u l t f r o m m u l t i p l e f a c t o r s : 1) d i f f e r e n t m e c h a n i s m s
o f a c t i o n o f c h e m i c a l c o m p o u n d s ; 2 ) t u m o r s p e c i f i c r e s p o n s e m e c h a n i s m s t o c h e m i c a l
c o m p o u n d s ; a n d 3 ) c e l l l i n e s p e c i f i c r e s p o n s e m e c h a n i s m s t o c h e m i c a l e x p o s u r e .
P r o p e r c l a s s i f i c a t i o n o f c h e m i c a l c o m p o u n d s a n d t u m o r c e l l l i n e s w o u l d b e h e l p f u l t o
f u r t h e r u n d e r s t a n d t h e u n d e r l y i n g m e c h a n i s m s o f m u l t i - d r u g r e s p o n s e .
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C o n c l u s i o n s o f C h a p t e r 1
I n t h i s s t u d y w e i d e n t i fi e d a s e t o f c o m m o n g e n e b i o m a r k e r s o f tu m o r c e l l r e s p o n s e t o
m u l t i p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s W e fi r s t id e n ti fi e d a c o m m o n g e n e b i o m a r k e r s e t
c o n t a in i n g 5 8 7 p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s (M D R ) , w h o s e b a s e li n e e x p r e s s i o n l e v e l s
a r e a s s o c i a t e d w i t h t h e N C I 6 0 t u m o r c e l l r e s p o n s e t o n u m e r o u s c h e m i c a l c o m p o u n d s
W i t h i n t h is g e n e s e t w e t h e n id e n t i f i e d g e n e s a s s o c i a t e d w it h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e
(M R ), g e n e s a s s o c ia t e d w i t h m u lt i - d r u g s e n s i t iv it y (M S) , a n d b i - fi i n c t io n a l g e n e s t h a t
a r e a s s o c i a t e d w it h b o t h m u l t i - d r u g r e s i s t a n c e a n d m u l t i - d r u g s e n s i t i v it y (B M R ) I t
m a y b e t h e c a s e t h a t th e s e g e n e b i o m a r k e r s a r e a l s o t h e p o t e n t i a l c o m m o n m o du l a t o r s
o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o n u m e r o u s c h e m i c a l c o m p o u n d s
T h is i s a l a r g e
- s c a l e r e s e a r c h e f f o r t a p p l i e d t o u n d e r s t a n d t h e b i o l o g i c a l m e c h a n i s m s
u n d e r ly in g m u l t i
- d r u g c h em o s e n s it i v it y , a n d o u r r e su l t s m a y h e l p t o i d e n t i f y t h e
c o mm o n g e n e s t h a t m e d i a t in g th e c e l lu l a r r e s p o n s e to m u l t i p l e c h em ic a l c o m p o u n d s
T h e i d e n t i fi c a t i o n o f t h e c o m m o n g e n e t ic f a c t o r s t h a t u n d e r l ie m u l t i - d r u g r e s p o n s e
w i l l h a v e d i r e c t i m p li c a t io n s f o r t h e d e v e l o p m e n t o f p e r s o n a l i z e d m e d i c a t i o n s a n d
t a r g e t e d t h e r a p e u t i c t r e a t m e n t F o r e x a m p l e , t h e s e r e s u lt s c a n b e a p p l i e d f o r t r e a t m e n t
s e l e c t i o n , w h e r e a t u m o r
'
s g e n e p r o fi l e c a n b e u s e d to s e l e c t t h e a p p r o p r ia t e d r u g
tr e a t m e n t , in c l u d in g c h e m o t h e r a p e u t i c s f o r w h i c h t h e t u m o r m a y b e r e s p o n s i v e o r
n o n - r e s p o n s i v e F u r t h e r r e s e a r c h i s d e s ir e d t o e x a m i n e o u r p r o p o s e d c o m m o n
b i o l o g i c a l p r o c e s s e s u n d e r l y i n g th e tu m o r c e l l r e s p o n s e t o m u l t i p l e c h em i c a l
c o m p o u n d s , a n d t o s p e c i fy th e k e y b i o l o g ic a l p l a y e r s i n m e d i a t i n g c e l lu l a r
s u s c e p t ib i li fy t o v a r i o u s fy p e s o f d r u g s
1 9
C h a p t e r 2
T h e N r f2 - m e d i a t e d o x i d a t i v e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y i s a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l
r e s i s t a n c e t o a r s e n i c t r i o x i d e a c r o s s t h e N C I - 6 0 c e l l p a n e l
A b s t r a c t o f C h a p t e r 2
B a c k g r o u n d : D r i n k i n g w a t e r c o n t a m i n a t e d w i t h s o d i u m a r s e n i c i s a s s o c i a t e d w i t h
i n c r e a s e d r i s k f o r d i f f e r e n t t y p e s o f c a n c e r . P a r a d o x i c a l l y , a r s e n i c t r i o x i d e c a n a l s o b e
u s e d t o i n du c e r e m i s s i o n i n p a t i e n t s w i t h a c u t e A PL , w i t h a s u c c e s s r a t e a r o u n d 8 0% .
A c o m p r e h e n s i v e s t u d y e x a m i n i n g t h e m e c h a n i s m s a n d p o t e n t i a l s i gn a l i n g p a t h w a y s
c o n t r i b u t i n g t o t h e a n t i - c a r c i n o g e n i c p r o p e r t i e s o f a r s e n i c t r i o x i d e h a s n o t b e e n
c a r r i e d o u t .
R e s u lt s : H e r e w e a p p l i e d a s y s t e m s b i o l o g y a p p r o a c h t o i d e n t i fy g e n e b i o m a r k e r s
t h a t u n d e r l i e t h e t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c - i n du c e d c y t o t o x i c i t y . W e i n t e g r a t e d
t h e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n d a t a o f 14 , 5 0 0 w e l l c h a r a c t e r i z e d h u m a n g e n e s w i t h th e
G I 5 0 d a t a o f 5 8 t u m o r c e l l l i n e s o f t h e N C I - 6 0 t u m o r c e l l p a n e l fr o m t h e
D e v e l o p m e n t a l T h e r a p e u t i c s P r o g r a m (D T P ) d a t a b a s e . A s i g n i f i c a n t a s s o c i a t i o n w a s
f o u n d b e t w e e n t h e b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f 2 0 9 h u m a n g e n e s a n d t u m o r c e l l
r e s p o n s e u p o n e x p o s u r e t o a r s e n i c t r i o x i d e . T h e s e g e n e s w e r e i n t e g r a t e d w i t h p r o t e i n -
p r o t e i n i n t e r a c t i o n m a p s t o i d e n t i fy t r a n s c r i p t i o n a l n e t w o r k s t h a t m o d u l a t e t u m o r c e l l
r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x i d e . T h e a n a l y s i s r e v e a l e d a s i g n i f i c a n t e n r i c hm e n t f o r t h e
o x i da t i v e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y m e d i a t e d b y n u c l e a r e r y t h r o i d - r e l a t e d f a c t o r 2
(N r f 2 ) , w h i c h w a s f o u n d t o h a v e h i g h e x p r e s s i o n i n a r s e n i c r e s i s t a n t t u m o r c e l l l i n e s .
C o n c l u s io n s : I n t h i s s t u dy , w e i d e n t i f i e d p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s o f t u m o r c e l l
r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x i d e . T h e r e s u lt s o f o u r s t u d y w i l l b e u s e f u l i n u n d e r s t a n d i n g
th e m e c h a n i s m o f a r s e n i c - i n d u c e d c y t o t o x i c i t y , a s w e l l a s t h e a p p l i c a t i o n o f a r s e n i c
t r i o x i d e a s a c h e m o t h e r a p e u t i c a g e n t i n c a n c e r t r e a t m e n t .
2 0
B a c k g r o u n d o f C h a p t e r 2
A r s e n i c p o i s o n i n g i s a g l o b a l h e a l t h i s s u e a n d e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s i n d i c a t e t h a t
c h r o n i c a r s e n i c e x p o s u r e i n d r i n k i n g w a t e r i s l i n k e d t o i n c r e a s e d r i s k o f v a r i o u s t y p e s
o f c a n c e r [4 5- 4 7 ] . M o r e t h a n 4 0 m i l l i o n p e o p l e a r e e x p o s e d t o d r i n k i n g w a t e r w i t h
a r s e n i c l e v e l s t h a t f a r e x c e e d th e g u i d e l i n e e s t a b l i s h e d b y t h e W o r l d H e a l t h
O r g a n i z a t i o n (WH O ) a n d th e l im i t a c c e p t a b l e b y th e U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n
A g e n c y (E PA ) o f 10 p p b (0 . 1 5 ^ M ) [4 8 , 4 9 ] .
I n c o n t r a s t t o i t s c a r c i n o g e n i c p r o p e r t i e s , a r s e n i c t r i o x i d e c a n a l s o b e u s e d a s a
c l i n i c a l l y a c t i v e a g e n t t o i n d u c e c o m p l e t e r e m i s s i o n o f A P L . T he f i r s t c l i n i c a l t r i a l o n
a r s e n i c t r i o x i d e t r e a tm e n t o f r e l a p s e d A P L p a t i e n t s a ft e r r e s i s t a n c e t o a l l - t r a n s - r e t i n o i c
a c i d (A T R A ) t r e a t m e n t w a s c a r r i e d o u t i n Ch i n a w i t h a c o m p l e t e r e m i s s i o n r a t e o f
7 2% [5 0 ] . T h e s e r e s u l t s o p e n e d a n e x c i t i n g a r e a o f r e s e a r c h u s i n g a r s e n i c t r i o x i d e a s a
c h e m o th e r a p e u t i c a g e n t . I n a n o t h e r N C I - s p o n s o r e d c a n c e r a n d l e u k e m i a s t u d y , 7 7%
o f n e w l y d i a g n o s e d A PL p a t i e n t s w h o r e c e i v e d c o m b i n e d c h e m o t h e r a p y a n d s i n g l e
a r s e n i c t r i o x i d e t r e a tm e n t r e m a i n e d i n r e m i s s i o n 3 y e a r s a ft e r d ia g n o s i s [5 1] . I t i s w e l l
a c c e p t e d t h a t a r s e n i c t r i o x i d e r e s u l t s i n a p o p t o s i s i n m u l t i d r u g r e s i s t a n t A P L c e l l s [ 5 2 ,
5 3 ] . A s w e l l , a r s e n i c - i n d u c e d a p o p t o s i s h a s b e e n l i n k e d t o t h e g e n e r a t i o n o f hy d r o g e n
p e r o x i d e [5 4 ] a n d B c l - 2 d o w n - r e g u l a t i o n [ 5 5 ] , a s w e l l a s o t h e r p o s s i b l e m e c h a n i s m s
[ 17 , 5 6 ] . H o w e v e r , a c o m p r e h e n s i v e s t u d y e x a m i n i n g t h e m e c h a n i s m s a n d p o t e n t i a l
s i g n a l i n g p a t h w a y s c o n t r i b u t i n g t o i t s a n t i - c a r c i n o g e n i c p r o p e r t i e s h a s n o t b e e n
c a r ri e d o u t .
I n t h i s r e s e a r c h
,
w e s e t o u t t o i d e n t i fy th e g e n e b i o m a r k e r s t h a t a r e h i g h l y c o r r e l a t e d
t o t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c - i n du c e d c y t o t o x i c i t y . T h e r a t i o n a l e w a s b a s e d o n
s t u d i e s d e m o n s t r a t i n g t h a t g e n e b i o m a r k e r s c a n b e u s e d a s p r e d i c t o r s o f t u m o r c e l l
r e s p o n s e t o t h e r a p e u t i c t r e a t m e n t s [ 5 , 17] . T h e N C I - 6 0 c e l l p a n e l c o n t a i n s 6 0 h u m a n
t u m o r c e l l l i n e s t h a t o r i g i n a t e f r o m n i n e d i f f e r e n t t u m o r t y p e s . B a s e d o n t h i s s y s t e m s
b i o l o g y a n a l y s i s o f t h e N C I - 6 0 c e l l p a n e l , w e i d e n t i f i e d 2 0 9 h u m a n g e n e s w h o s e
b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s w e r e s t a t i s t i c a l l y a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l s u s c e p t i b i l i t y
t o a r s e n i c t r i o x i d e . B y i n t e g r a t i n g th e g e n e b i o m a r k e r s w i t h k n o w n p r o t e i n - p r o t e i n
2 1
n e t w o r k s
,
w e s h o w e d t h a t t h e N r f 2 - n i e d i a t e d o x i d a t i v e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y i s
s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e s i s t a n c e t o a r s e n i c - i n d u c e d c y t o t o x i c i t y .
M o r e o v e r , o u r r e s u l t s a l s o i n d i c a t e p o s s ib l e i n t e r a c t i o n s b e tw e e n N r f2 a n d N F k B ,
w h i c h m i g ht c o n t r i b u t e t o t h e c e l l u l a r r e s i s t a n c e u p o n e x p o s u r e t o a r s e n i c t r i o x i d e .
R e s u l t s fr o m t h i s s t u d y w i l l h e l p u s t o b e t t e r u n d e r s t a n d th e g e n e s t h a t i n f l u e n c e t h e
du a l p r o p e r t i e s o f a r s e n i c t r i o x i d e a s a h u m a n c a r c i n o g e n a n d a n e f f e c t i v e
c h e m o t h e r a p e u t i c a g e n t .
2 2
M e t h o d s o f C h a p t e r 2
I n V it r o a r s e n ic t r i o x id e s c r e e n i n g d a t a
T h e a r s e n i c t r i o x i d e G I 5 0 d a t a w e r e c o l l e c t e d f r o m t h e D e v e l o p m e n t a l T h e r a p e u t i c s
P r o g r a m (D T P ) d a t a b a s e a t h t t p :/ /d t p . n c i . n i h . g o v . T h e N C I - 6 0 h u m a n t u m o r c e l l
p a n e l w a s u s e d i n t h e I n Vi t r o C e l l L i n e Sc r e e n i n g P r o j e c t (I V C L SP ) u n d e r t h e D T P
p r o g r a m , w h e r e 5 9 c e l l l i n e s i n t h e N C I - 6 0 c e l l p a n e l w e r e e x p o s e d t o a r s e n i c t r i o x i d e
f o r 4 8 h o u r s a n d g r o w l h i n h i b i t i o n o f 5 0% (G I 5 0) w a s r e c o r d e d a s t h e d r u g
c o n c e n t r a t i o n r e s u l t i n g i n a 5 0% r e d u c t i o n i n t h e n e t p r o t e i n i n c r e a s e i n c o n t r o l c e l l
d u r i n g t h e d r u g i n c u b a t i o n [ 56 ] . C e l l l i n e s w e r e n u m b e r e d f r o m 1 t o 5 9 ,
c o r r e s p o n d i n g t o t h e i n c r e a s e d c e l lu l a r s e n s i t i v i t y t o a r s e n i c t r i o x i d e (A d d i t i o n a l F i l e
2 . 1 ) .
B a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n d a t a
T h e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n d a t a w a s f r o m a p r e v i o u s p u b l i c a t i o n [ 5 7] , a n d t h e d a t a
a r e a v a i l a b l e o n l i n e a t h t t p :/ / d i s c o v e r . n c i . n i h . g o v / . U s i n g 5 9 c e l l l i n e s o f t h e N C I - 6 0
h u m a n t u m o r c e l l p a n e l , t h e i n v e s t i g a t o r s m e a s u r e d t h e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n
l e v e l s o f 2 2
,
2 3 8 g e n e p r o b e s (r e p r e s e n t a t i v e o f 1 4 , 5 0 0 h u m a n g e n e s ) [ 5 8 ] u s i n g t h e
A f i y m e t r i x H G - U 13 3 A c h i p .
S i g n if i c a n c e A n a l y s i s o f M i c r o a r r a y s (SA M )
T h e Si g n i f i c a n c e A n a l y s i s o f M i c r o a r r a y s t e c h n i q u e (S A M ) [5 9] w a s u s e d t o i d e n t i fy
th e a s s o c i a t i o n b e tw e e n t h e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s a n d t u m o r c e l l r e s p o n s e
(e . g . r e s i s t a n c e o r s e n s i t i v i t y ) t o a r s e n i c t r i o x i d e . Sp e c i f i c a l l y , SA M id e n t i f i e s
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t g e n e p r o b e s b y c a r r y i n g o u t g e n e s p e c i f i c t - t e s t s a n d
c o m p u t in g a s c o r e t h a t m e a s u r e s t h e s t r e n g t h o f t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e
e x p r e s s i o n o f e a c h g e n e (t r a n s c r i p t i o n p r o fi l e ) a n d t h e r e s p o n s e v a r i a b l e (G I 5 0 ) . T h e
u s e o f p e r m u t a t i o n - b a s e d a n a l y s i s a c c o u n t s f o r c o r r e l a t i o n s i n g e n e s a n d a v o i d s
p a r a m e t r i c a s s u m p t i o n s a b o u t t h e d i s t r i b u t i o n o f in d i v i d u a l g e n e s [6 0 ] . I n t h i s s t u dy ,
w e s e t t h e F a l s e D i s c o v e r y R a t e (F D R ) t o 0 . 0 5 f o r d e c l a r i n g t h e s i g n i f i c a n c e o f g e n e s .
A c c o r d i n g t o d a t a a v a i l a b i l i t y , 5 8 c e l l l i n e s o f t h e N C I - 6 0 c e l l p a n e l w e r e i n c l u d e d i n
o u r a n a l y s i s
- c e l l l i n e 3 6 w a s e x c l u d e d .
2 3
N e t w o r k a n a ly s i s a n d p a t h w a y m a p p i n g
M o l e c u l a r n e t w o r k a n a l y s i s a n d p a t h w a y m a p p i n g w e r e c a r r i e d o u t u s i n g t h e
In ge n u i t y K n o w l e d g e B a s e (
"
h t t p :/ / w w w . i n g e n u i t y . c o m ) . , a r e p o s i t o r y d a t a b a s e o f
m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n s , r e g u l a t o r y e v e n t s , g e n e - t o - p h e n o t y p e a s s o c i a t i o n s , a n d
c h e m i c a l k n o w l e d g e [ 1 5 ] . W i t h t h i s s y s t e m s b i o l o g y t o o l , w e i n t e g r a t e d d i f f e r e n t i a l l y
e x p r e s s e d g e n e s w i t h k n o w n m o l e c u l a r n e tw o r k s . N e t w o r k s a r e a l g o r i t hm i c a l l y
g e n e r a t e d b a s e d o n t h e i r c o r m e c t i v i t y . T h e f u n c t i o n a l a n a l y s i s o f a n e t w o r k i d e n t i f i e s
th e b i o l o g i c a l f u n c t i o n s a n d / o r d i s e a s e s t h a t a r e m o s t s i g n i f i c a n t l y e n r i c h e d i n t h e
n e t w o r k u s i n g a F i s h e r
'
s E x a c t t e s t [6 1] .
2 4
R e s u l t s o f C h a p t e r 2
T h e b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f 2 0 9 h u m a n g e n e s a r e s t a t i s t i c a l ly a s s o c ia t e d
w i t h t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x id e
W e s e t o u t to i d e n t i f y g e n e b i o m a r k e r s o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x id e .
U s in g d a t a o b ta i n e d fr o m t h e D T P d a t a b a s e [6 2 ], i t i s c l e a r t h a t t h e N C I - 6 0 h u m a n
t u m o r c e l l l in e s r e s p o n s e d i f f e r e n t l y u p o n e x p o s u r e t o a r s e n i c t r i o x i d e ( s e e M e t h o d s ;
F i gu r e 2 . 1 ; A d d i t i o n a l F i l e 2 1) . T h e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n d a ta f o r t h e t u m o r c e l l
l i n e s w e r e d e r i v e d f r o m a p r e v i o u s s t u d y [5 7 ] T h e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f
m o r e t h a n 14
, 5 0 0 w e l l c h a r a c t e r iz e d h u m a n g e n e s [5 8 ] w e r e a n a l y z e d f o r t h e N C I - 6 0
c e l l p a n e l u s i n g t h e A f fy m e t r i x H u m a n G e n o m e A r r a y U 1 33A B e c a u s e o f d a t a
a v a i l a b i l it y , o u r s t u d y i n c lu d e d 58 o f t h e 6 0 h u m a n t u m o r c e l l l in e s .
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c e i l l in e n u m be r
F ig u r e 2 . 1 - A r a n g e o f t u m o r s u s c e p t ib i l i t y t o a r s e n i c t r i o x i d e w i t h N C i
- 6 0 t u m o r c e l l
p a n e l . G I 50 d a t a w e r e o b t a i n e d f r o m t h e D T P da t a b a s e A t o t a l o f 5 9 o f th e 6 0 t u m o r c e l l l i n e s w e r e
s c r e e n e d f o r a r s e n i c t ri o x i d e - i n d u c e d c e l l d e a t h A t o t a l o f n i n e t u m o r ty p e s w e r e s c r e e n ed , i n c l u d i n g
t u m o r s o f B r e a s t
,
C e n t r a l N e r v o u s Sy s t e m (CN S) , C o l o n , L e u k em i a , M e l a n o m a , N o n - sm a l l C e l l
L u n g (N SC L ) , O v a r i a n , P r o s t a t e , a n d R e n a l .
T o id e n t if y g e n e s w i t h e x p r e s s i o n l e v e l s a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l s u s c e p t ib i l it y t o
a r s e n i c t r i o x id e
,
w e a p p l i e d a s i g n i f i c a n c e a n a l y s i s o f m ic r o a r r a y (SA M ) [5 9 ] a n a l y s i s
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(s e e M e t h o d s ) . W e i d e n t i f i e d 2 0 9 h u m a n g e n e s ( r e p r e s e n t e d b y 2 4 2 g e n e p r o b e s )
w h o s e b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s w e r e s t a t i s t i c a l l y a s s o c i a t e d w i th t u m o r c e l l
r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x i d e (F D R < 0 . 0 5 ) (F i g u r e 2 . 2 ; A dd it io n a l F i l e 2 . 2 ) . O f th e 2 0 9
g e n e s , 16 9 g e n e s h a d h i g h e x p r e s s io n i n a r s e n i c r e s i s t a n t t u m o r c e l l l i n e s , w h e r e a s t h e
o t h e r 4 0 g e n e s h a d h ig h e x p r e s s i o n i n a r s e n ic - s e n s it i v e t u m o r c e l l l i n e s .
5 8 h u m a n t u m o r c e l l l i n e s
u i ll
F i g u r e 2 . 2
- P o te n t i a l g e n e b i o m a r k e r s o f t u m o r c e l l s u s c e p t i b i l i t y t o a r s e n i c
t r i o x id e . A to t a l o f 5 8 c e l l l i n e s o f th e N C I - 60 c e l l p a n e l w e r e i n c l u de d i n t he a n a l y s i s A t o t a l o f
20 9 g e n e s (2 4 2 g e n e p r o b e s ) w e r e i d e n t i f i e d w i t h s i g n i f i c a n t a s s o c i a t i o n w i t h t u m o r c e l l
s u s c e p t ib i l i t y t o a r s e n i c t r i o x ide (F D R < 0 0 5 ) G e n e e x p r e s s i o n v a l u e s w e r e m e a n c e n t e r ed a n d
h i g h r e l a t i v e e x p r e s s i o n i s i n d i c a t e d i n r e d a n d l o w r e l a t i v e e x p r e s s i o n i n d i c a t e d i n b l u e
A r s e n i c s u s c e p t ib i l i t y g e n e s a r e e n r i c h e d f o r n u m e r o u s b io l o g i c a l p r o c e s s e s
i n c lu d i n g t u m o r ig e n e s i s
T o i d e n t i f y b i o lo g i c a l p r o c e s s e s a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e sp o n se t o a r s e n ic
tr i o x id e
,
w e a n a l y z e d t h e 2 09 a r s e n i c s u s c e p ti b i li t y - a s s o c ia t e d g e n e s f o r n e t w o r k
i n t e r a c t i o n s (S e e M e t h o d s ) A t o t a l o f 18 8 o f t h e 2 0 9 g e n e s w e r e e l ig ib l e ( e g p r e s e n t
i n t h e d a t a b a s e ) f o r n e t w o r k g e n e r a t i o n
T h r o u g h n e t w o r k m a p p i n g , w e i d e n t i fi e d a l a r g e i n t e r a c t o m e a s s o c i a t e d w it h c e l l u l a r
r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x i d e (p < 10
" ' ^
) , w h i c h c o n t a i n e d a t o t a l 3 1 7 p r o t e i n s ( F i g u r e
2 . 3 A ) . T h i s l a r g e i n t e r a c t o m e i s e n r ic h e d f o r b i o l o g i c a l p r o c e s s e s r e la t e d t o
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t u m o ri g e n e s i s , i n c l u d i n g c a n c e r , c e l l d e a t h , c e l l u l a r m o v e m e n t , c e l l - t o - c e l l s i g n a l i n g
a n d in t e r a c t i o n , c e l lu l a r g r o w t h a n d p r o l i f e r a t i o n , a n d t u m o r m o r p h o l o g y (A dd it io n a l
F i l e 2 3 a n d 2 4 ) . W i t h i n t h i s l a r g e a r s e n i c - s u s c e p t i b i l i ty - a s s o c i a te d i n t e r a c t o m e , w e
i d e n t i f i e d 1 0 s m a l l e r , m o r e f o c u s e d s u b - n e tw o r k s w i th p v a lu e s < 10
' ' ^
T h e t o p t h r e e
s u b - n e t w o r k s r a n g e i n s ig n i f i c a n c e f r o m p < 10
" ^ ^
t o p < 10
" ' "
,
a n d t h e y a r e e n r i c h e d
f o r 6 4 b i o l o g ic a l fu n c t i o n s , a m o n g t h e m o s t s ig n i f i c a n t a r e c a n c e r a n d c e l l d e a t h
(F i gu r e 2 . 3 ; A dd i t i o n a l F i l e 2 . 5 ) .
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F ig u r e 2 . 3 (A - D ) - M o l e c u l a r I n t e r a c t o m e a n d s u b - n e t w o r k s a s s o c i a t e d w i t h t u m o r
c e l l s u s c e p t i b i l i t y t o a r s e n i c t r i o x id e . (A ) A l a r ge a r s e n i c - s u s c e p t i b i l i t y i n t e r a c t o m e
c o n t a i n i n g 3 1 7 p r o t e i n s w a s i de n t i fi e d (B - D ) T h e th r e e m o s t s i g n i fi c a n t c a n c e r a n d c e l l de a th
e n r i c h e d s u b - n e t w o r k s w i t h i n th e l a r g e i n t e r a c t o m e w e r e i de n t i fi e d N e tw o r k s a r e d i s p l a y e d w i th
s y m b o l s r e p r e s e n t i n g e n c o de d p r o t e i n s c o r r e s p o n d i n g t o th e i r R N A t r a n s c r i p t s t ha t w e r e e i th e r
h ig h l y e x p r e s s e d i n a r s e n i c r e s i s t a n t c e l l l i n e s (g r e e n s y mb o l s ) , h i g h l y e x p r e s s e d i n a r s e n i c
s e n s i t i v e c e l l l i n e s ( r e d s y m b o l s ) , o r a s s o c i a t ed to t he m o d i fi e d t r a n s c r i p t s (w h i t e s y mb o l s ) P -
v a l u e s r e p r e s e n t i n g th e s t a t i s t i c a l s i g n i fi c a n c e o f n e tw o r k s a r e s ho w n .
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T h e t h r e e s u b - n e t w o r k s c o n t a i n a t o t a l o f 1 0 5 u n i q u e p r o t e i n s . O f t h e s e , 7 0 w e r e
a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l s u s c e p t i b i l i t y t o a r s e n i c t r i o x i d e (F i g u r e 2 . 3 ; A d d i t i o n a l
F i l e 2 . 3) . W i t h i n t h e 7 0 a r s e n i c - s u s c e p t i b i l i t y - a s s o c i a t e d p r o t e i n s , 1 3 h a d h i g h
e x p r e s s i o n i n a r s e n ic - s e n s i t i v e c e l l l i n e s ( 19%) a n d 5 7 g e n e s h a d h i g h e x p r e s s i o n i n
a r s e n i c - r e s i s t a n t c e l l l i n e s (8 1%) (A d d it i o n a l F i l e 2 . 3 ) . O f t h e s e 7 0 p r o t e i n s , 5 4 a r e
a s s o c i a t e d w i t h c a n c e r , a n d 4 0 a r e a s s o c i a t e d w i t h c e l l d e a t h (F i g u r e 2 . 3 ) . T h e t hr e e
s u b - n e tw o r k s w e r e f o u n d t o b e e n r i c h e d f o r 18 t r a n s c r i p t i o n a l r e g u l a t o r s (T a b l e 2 . 1 ) .
W i t h i n t h e s e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s , I D l i s k n o w n f o r i t s f u n c t i o n i n t u m o r i g e n e s i s [ 6 3]
a n d a l s o a p o s s i b l e t h e r a p e u t i c t a r g e t f o r c a n c e r t r e a t m e n t [ 6 4 ] . St u d i e s h a v e s h o w n
t h a t I D l m a y c o n t r i b u t e t o a r s e n i c - i n d u c e d c y t o t o x i c i t y i n p 5 3 (+ ) c e l l s [6 5 ] . O th e r
t h a n t h e s e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s , w e a l s o d i s c o v e r e d p r o t e i n c o m p l e x e s a s i n t e g r a t e d
n o d e s i n t h e t h r e e s u b - n e tw o r k s t h a t a r e a s s o c i a t e d w i t h c e l l u l a r r e s p o n s e t o a r s e n i c -
i n d u c e d c y t o t o x i c i t y , i n c l u d i n g a c t i v a t o r p r o t e i n 1 (A p l ) [6 6 ] a n d n u c l e a r f a c t o r
k a p p a B (N F K B ) [ 6 7 ] .
T a b l e 2 . 1 - T r a n s c r i p t i o n f a c t o r s i d e n t i f ie d w it h i n t h e s u b - n e t w o r k s .
G e n e n a m e G e n e d e s c r i p t i o n S u b
- n e t w o r k
E L F 3 E 74 - l ik e f a c t o r 3
M T F 2 m e t a l r e s p o n s e e l e m e n t b i n d i n g t r a n s c r ip t i o n f a c t o r 2
Z E B l z i n c f i n g e r E
- bo x b i n d i n g h o m e o b o x 1
S M A D 3 SM A D f a m i ly m e m b e r 3
K L F 4 K r u p p e l
- l i k e f a c t o r 4 (g u t )
K j L F 5 K r u p p e l - l i k e f a c t o r 5 ( i n t e s t i n a l )
C T B P2 C - t e r m in a l b i n d i n g p r o t e i n 2
G L I 2 G L I f a m i ly z i n c fi n g e r 2
S QST M l s e q u e s t o s o m e 1
I D l i n h ib i t o r o f D N A b i n d i n g 1
H T A T I P2 H I V - 1 T a t i n t e r a c t i v e p r o t e i n 2 , 3 0 k D a
SM A R C C l
SW I/ SN F r e l a t e d , m a t r i c a s s o c i a t e d , a c t i n d e p e n d e n t r e g u l a t o r o f
c h r o m a t i n , s u b f a m i ly c , m e m b e r 1
A R I D ] A A T r i c h i n t e r a c t i v e d o m a i n 1A (S W I - l ik e )
M SX 2 m s h h o m e o b o x 2
I F I 16 i n t e r f e r o n , g a m m a
- i n d u c ib l e p r o t e i n 16
JA R I D 2 A T r i c h i n t e r a c t i v e d o m a i n 2
E 2 F 3 E 2 F t r a n s c r ip t i o n f a c t o r 3
I R F 6 in t e r f e r o n r e g u l a t o r y f a c t o r 6
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T h e N r f 2 - m e d i a t e d o x id a t iv e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y s h o w s i n c r e a s e d
e x p r e s s io n i n a r s e n i c - r e s is t a n t t u m o r c e l l l i n e s
W e n e x t s e t o u t t o i d e n t i f y t h e c a n o n i c a l s i g n a l i n g p a th w a y s t h a t p o s s i b l y u n d e r l i e
t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x i d e b y a p p l y i n g p a t h w a y a n a l y s i s t o t h e 2 0 9
d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d g e n e s (S e e M e th o d s ) . A t o t a l o f 17 7 g e n e s w e r e e l i g i b l e f o r
c a n o n i c a l p a t h w a y a n a l y s i s .
T h e N r f Z- m e d i a t e d o x i d a t i v e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y w a s t h e m o s t s i g n i fi c a n t
c a n o n i c a l p a t h w a y e n r i c h e d i n t h i s d a t a s e t (p < 10
" ^
) . T h i s c a n o n i c a l p a t h w a y c o n t a i n s
e i g h t N r f2 t a r g e t g e n e s , w h o s e b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s w e r e s t a t i s t i c a l l y a s s o c i a t e d
w i t h a r s e n i c s u s c e p t i b i l i t y (F i g u r e 2 . 4 ) . I n t e r e s t i n g l y , a l l e i g h t g e n e s s h o w e d h i g h
e x p r e s s i o n l e v e l s i n t h e a r s e n i c - r e s i s t a n t t u m o r c e l l l i n e s (F i g u r e 2 . 4 ) . T h e e i g h t g e n e s
a r e : A T P - b i n d i n g c a s s e t t e s u b - f a m i l y C (C FT R / M R P ) m e m b e r 1 (A B C C l ) , f e r r i t i n
h e a v y p o l y p e p t i d e 1 (F T H l ) , g l u t a m a t e - c y s t e i n e l i g a s e c a t a ly t i c s u b u n i t (G CL C ),
g l u t a t h i o n e r e d u t a s e (G SR ), N A D (P)H d e h y d r o g e n a s e , q u i n o n e 1 (N QO l ) ,
s e qu e s t o s o m e 1 (SQST M l ) , t h i o r e d o x i n (T X N ) , a n d t h i o r e d o x i n r e d u c t a s e 1
(T X N R D l ) .
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F i g u r e 2 . 4 - B a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f N r f 2 t a r g e t g e n e s a n d t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c
t r i o x i d e . (A ) B a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f th e e i g h t N r f 2 t a r g e t g e n e s i n t h e N C I - 60 t u m o r c e l l
p a n e l F o r e a c h o f th e n i n e t u m o r ty p e s , th e a v e r a g e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l w a s c a l c u l a t e d fo r a l l the
t u m o r c e l l l i n e s w i th i n t h i s g r o u p T h e c u m u l a t i v e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f th e e ig h t t a r g e t g e n e s w e r e
c a l c u l a t e d t o r e p r e s e n t t he g e n e r a l g e n e e x p r e s s i o n l e v e l o f th a t t u m o r t y p e ( L e u = L e u k e m ia ; C N S
=
C e n t r a l N e r v o u s S y s te m ; M e l = M e l a n o m a ; O v = O v a r i a n ; N SC L = N o n - s m a l l C e l l L u n g ; P r o =
P r o s t a t e ) (B ) A r s e n i c s p e c i fi c l o g (G l 5o ) v a l u e s o f th e N C I - 6 0 t u m o r c e l l p a n e l F o r e a c h o f th e n i n e
t u m o r ty p e s , t h e a v e r a g e l o g (G l 5o ) w a s c a l c u l a t e d f o r a l l t h e t u m o r c e l l l i n e s w i t h i n th i s g r o u p , t o
r e p r e s e n t th e ge n e r a l s u s c e p t i b i l i t y o f t h i s t u m o r ty p e to a r s e n i c - i n d u c e c y t o t o x i c i t y
3 0
D is c u s s i o n o f C h a p t e r 2
I n t h i s s t u dy , w e s e t o u t t o i d e n t i fy g e n e b i o m a r k e r s o f t u m o r c e l l r e s p o n s e s t o a r s e n i c
t r i o x i d e - i n d u c e d c y t o t o x i c i t y . U s i n g t h e da t a t h a t i s e s t a b l i s h e d b y t h e D T P , w e h a v e
r a n k e d t h e t u m o r c e l l l i n e s o f t h e N C I 60 p a n e l by t h e i r s u s c e p t i b i l i t y t o a r s e n i c
t r i o x i d e - i n d u c e d k i l l i n g . T h r o u g h th i s r a n k i n g w e fi n d th a t t h e r e i s a g e n e r a l t r e n d o f
c e l l u l a r s u s c e p t i b i l i t y f o r d i f f e r e n t t u m o r t y p e s . F o r i n s t a n c e , t h e l e u k e m i a c e l l l i n e s
a r e d i s t r i b u t e d i n t h e r a n g e o f r e l a t iv e s e n s i t i v i t y t o a r s e n i c t r i o x i d e , c o m p a r e d t o t h e
o t h e r t u m o r t y p e s . B y a s s o c i a t i n g t h e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e N C I 6 0
h u m a n t u m o r c e l l p a n e l w i t h th e a r s e n i c t r i o x i d e - s p e c i fi c d r u g s c r e e n i n g r e s u l t s , w e
i d e n t i fi e d 2 0 9 p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s w i t h b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s t h a t w e r e
s i g n i fi c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l s u s c e p t ib i l i t y t o a r s e n i c t r i o x i d e . O f t h e 2 09
g e n e s , 16 9 ( 8 0 . 9% ) w e r e a s s o c i a t e d w i t h a r s e n i c r e s i s t a n c e w h e r e a s t h e o t h e r 4 0
(1 9 . 1% ) w e r e a s s o c i a t e d w i t h a r s e n i c s e n s i t i v i t y . W e t h e n a p p l i e d a s y s t e m s b i o l o g y
a p p r o a c h t o e x a m i n e t h e s e d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d g e n e s a n d a f fi l i a t e d n e t w o r k s a n d
p a t h w a y s , a s w e l l a s t h e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s u n d e r l y i n g t u m o r c e l l r e s p o n s e t o
a r s e n i c - i n d u c e d c y t o t o x i c i t y .
A r s e n i c t r i o x i d e h a s b e e n r a n k e d n u m b e r o n e o n t h e C o m p r e h e n s i v e E n v i r o n m e n t a l
R e s p o n s e , C o m p e n s a t i o n , a n d L i a b i l i t y A c t (C E R C L A ) p r i o r i t y l i s t o f h a z a r d o u s
s u b s t a n c e s f r o m t h e A g e n c y fo r T o x i c Su b s t a n c e s & D i s e a s e R e g i s t r y (A T SD R ) f o r
t e n y e a r s [ 6 8 ] , a n d i t i s a l s o a n e f f e c t i v e a g e n t t h a t i n d u c e s c o m p l e t e r e m i s s i o n o f
n e w l y d i a g n o s e d a n d r e l a p s e d p a t i e n t s w i t h A PL [5 1, 6 9] . A s a k n o w n h u m a n
c a r c i n o g e n a n d a c h e m o th e r a p e u t i c a g e n t , a r s e n i c t r i o x i d e i s o ft e n f o u n d i n t r i v a l e n t
a n d p e n t a v a l e n t o x i d a t i o n s t a t e s i n t h e e n v ir o n m e n t [ 70 ] . M o s t i n o r g a n i c a r s e n i c
i n g e s t e d i s e l im i n a t e d i n t h e u r i n e , w h i l e a s m a l l a m o u n t m a y b e m o d i f i e d by
m e th y l a t i o n t o m o n o m e th y l a r s o n i c a c i d (MM A ) a n d t o d im e th y l a r s i n i c a c i d (D M A )
t hr o u gh a b i o l o g i c a l p r o c e s s r e f e r r e d t o a s b i o t r a n s f o r m a t i o n [7 0 , 7 1 ] . T h e s e r e a c t i o n s
a r e c o n s i d e r e d a s d e t o x i fy i n g , w h e r e a s s o m e o r g a n i c a r s e n i c m e t a b o l i t e s m a y
c o n t r i b u t e t o t h e c y t o t o x i c i t y a s w e l l [ 72 ] .
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I t i s w e l l a c c e p t e d t h a t a r s e n i c t r i o x i d e l e a d s t o a p o p t o s i s i n m u l t i d r u g r e s i s t a n t A P L
c e l l s [5 2 , 5 3 ] , a n d a r s e n i c - i n d u c e d a p o p t o s i s i s l i n k e d t o t h e g e n e r a t i o n o f h y d r o g e n
p e r o x i d e [5 4 ] a n d B c l - 2 d o w n - r e g u l a t i o n [ 5 5 ] , a s w e l l a s o t h e r p o s s i b l e m e c h a n i s m s
[ 17 , 5 6] . Se v e r a l p o t e n t i a l t a r g e t s o f a r s e n i c a c t i o n i n c h e m o t h e r a p y fo r A P L a r e
p r o p o s e d , i n c l u d i n g t h i s PM L - R A R a f u s i n g p r o t e i n . A l a r g e a m o u n t o f A P L a r e
c h a r a c t e r i z e d b y t h e t ( 15 ; 17 ) t r a n s l o c a t i o n , w h i c h g e n e r a t e s a f u s i n g p r o t e i n fr o m th e
PML a n d RA R a g e n e s . T h e r e s u l t i n g f u s i n g p r o t e i n PM L - RA R a b l o c k s t h e
e x p r e s s i o n o f g e n e s r e q u i r e d fo r n o r m a l m y e l o i d d i f f e r e n t i a t i o n , a n d t h e b l o c k c a n b e
r e l e a s e d b y a r s e n i c t r i o x i d e w h i c h i n d u c e s d e g r a d a t i o n o f t h e f i i s i n g p r o t e i n [7 0 ] .
I n o r d e r t o e s t a b l i s h t h e p o t e n t i a l b i o l o g i c a l m e c h a n i s m s t h a t u n d e r l i e t u m o r c e l l
r e s p o n s e s t o a r s e n i c t r i o x i d e , w e a n a ly z e d t h e 2 0 9 g e n e s f o r k n o w n p r o t e i n - p r o t e i n
i n t e r a c t i o n s . W e i d e n t i f i e d 64 c o m m o n b i o l o g i c a l f i i n c t i o n s t h a t w e r e r e l a t e d t o t u m o r
c e l l r e sp o n s e t o a r s e n i c t r i o x i d e . N o t s u r p r i s i n g l y , w e f o u n d t h a t g e n e s t h a t a r e
a s s o c i a t e d w i t h a r s e n i c s u s c e p t i b i l it y i n t h e N C I 6 0 p a n e l a r e s t a t i s t i c a l l y e r u
" i c h e d f o r
b i o l o g i c a l f u n c t i o n s r e l a t e d t o t u m o r i g e n e s i s , i n c l u d i n g c a n c e r , c e l l d e a t h , c e l l - t o - c e l l
s i g n a l i n g a n d i n t e r a c t i o n , t u m o r m o r p h o l o g y , a n d o t h e r fi i n c t i o n s r e l a t i n g t o c a n c e r
d i s e a s e .
W e a r e i n t r i g u e d t o fi n d n u m e r o u s t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s w i t h k n o w n l i n k s t o
t u m o r i g e n e s i s a s w e l l a s w i t h k n o w n a s s o c i a t i o n t o a r s e n i c t r i o x i d e a r e a m o n g o u r
m o s t s i g n i fi c a n t a r s e n i c - s u s c e p t i b i l i t y g e n e b i o m a r k e r s . F o r e x a m p l e , t h e t r a n s c r i p t i o n
f a c t o r I D l i s w e l l k n o w n f o r i t s f u n c t i o n i n c a r c i n o g e n e s i s [6 4 , 7 3 ] . F u r t h e r m o r e , a
s t u dy h a s s h o w n th a t t h e I D l w a s i n d u c e d b y i n o r g a n i c a r s e n i t e a n d m a y c o n t r i b u t e t o
c e l l s u r v i v a l a ft e r e x p o s u r e t o s o d i u m a r s e n i t e [6 5 ] . O u r fi n d i n g s s u g g e s t a n o v e l l i n k
b e t w e e n t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e s e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s a n d h o w t u m o r c e l l s
r e s p o n d w h e n e x p o s e t o a r s e n i c t r i o x i d e .
B y e x a m i n i n g e n r i c h e d c a n o n i c a l p a t h w a y s i n t h e g e n e b i o m a r k e r s , w e i d e n t i fi e d th e
N r f 2 - m e d i a t e d o x i d a t i v e s t r e s s r e s p o n s e p a t h w a y . Sp e c i fi c a l l y , e i g h t N r £2 t a r g e t
g e n e s w e r e i d e n t i f i e d a s s i g n i fi c a n t l y a s s o c i a t e d a n d a l l e i g h t t a r g e t g e n e s s h o w e d
h i g h e x p r e s s i o n i n a r s e n i c - r e s i s t a n t t u m o r c e l l l i n e s . T h e N r f2 g e n e i t s e l f d i d n o t s h o w
a n a s s o c i a t i o n o f i t s b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n a n d a r s e n i c s u s c e p t i b i l i t y . T h e s e
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fi n d i n g s m a y in d i c a t e t h a t t h e a r s e n i c - r e s i s t a n t t u m o r c e l l l i n e s e x p r e s s t h e s am e
l e v e l s o f N r f2 m R N A b u t w i t h h i g h e r t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v i t y c o m p a r e d t o t h e a r s e n i c
s e n s i t i v e c e l l l i n e s .
A s d i s c u s s e d i n C h a p t e r 1 , N r f 2 i s a t r a n s c r i p t i o n f a c t o r t h a t r e s p o n s e s t o
e n v i r o r m i e n t a l h a z a r d o u s i n s u l t s [ 1 2 ] , i n c l u d i n g R O S [ 13 ] . I t h a s b e e n a p r o m i s i n g
t h e r a p e u t i c t a r g e t f o r v a r i o u s d i s e a s e s [ 1 5 , 7 4 - 7 6 ] a n d r e c e n t l y l i n k e d t o
c h e m o p r e v e n t i o n a s w e l l [ 16 , 1 7 , 7 7 ] . T h e N r f 2 s i g n a l i n g p a t h w a y h a s b e e n r e l a t e d t o
c e l l s u r v i v a l [ 7 8] a n d p r e v i o u s s t u d i e s s h o w n t h a t N r f 2 d e f i c i e n c y w a s a s s o c i a t e d w i t h
d e c r e a s e d r a t e s o n c e l l p r o l i f e r a t i o n a n d t u m o r f o r m a t i o n [2 1] . P r e v i o u s s t u d i e s s h o w n
th a t e x p o s u r e t o a r s e n i c i n d u c e s n u c l e a r a c c u m u l a t i o n o f a c t i v a t e d N r f 2 th r o u g h tw o
p o s s i b l e m e c h a n i s m s : 1) i n c r e a s i n g N r f 2 g e n e e x pr e s s i o n ; 2 ) r e l e a s i n g N r f 2 f r o m
K e a p l [ 1 2 , 7 9 ] .
Se v e r a l o f t h e N r O t a r g e t g e n e s i d e n t i fi e d f r o m o u r s t u d y a r e o f i n t e r e s t a n d s u p p o r t
o u r fi n d i n g s i n t h i s w o r k . F o r e x a m p l e , T X N a n d T X N R D l . P r e v i o u s s t u d i e s s h o w n
th a t t h e r e d o x s t a t u s o f T X N d e t e r m i n e s t h e s e n s i t i v i t y o f h u m a n l i v e r c a r c i n o m a c e l l s
(H e p G 2 ) t o a r s e n i c t r i o x i d e - i n d u c e d c e l l d e a t h [8 0] .
A B C C l i s a n o t h e r n o t e w o r t h y N r f 2 t a r g e t g e n e , a n d i t i s a l s o k n o w n a s M u l t i d r u g
R e s i s t a n c e - a s s o c i a t e d P r o t e i n 1 (M R P l ) . A B C C l h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h
c h e m o t h e r a p e u t i c r e s i s t a n c e i n s e v e r a l t y p e s o f c a n c e r [8 1] , i n c l u d i n g c a n c e r s o f t h e
k i d n e y [ 82 ] , b r e a s t [ 8 3 ] , a n d p r o s t a t e [ 84 , 8 5 ] . A B C C l , a s a n A T P b i n d i n g c a s s e t t e
p r o t e in , i s b e l i e v e d t o p a r t i c i p a t e i n c h e m o t h e r a p e u t i c a g e n t s t r a n s p o r t a t i o n [8 1] ,
i n c l u d i n g a r s e n i c t r i o x i d e [ 8 6 ] ; a n d p o s s i b l y c o n t r i b u t e s t o c h e m o r e s i s t a n c e i n c a n c e r
t r e a t m e n t [ 8 1, 8 7 ] . C h e m o t h e r a p y r e s i s t a n c e h a s b e e n a h u g e o b s t a c l e i n c a n c e r
t r e a t m e n t , a n d m u l t i d r u g t r a n s p o r t e r s l i k e A B C C l p r o v i d e p r o m i s i n g t a r g e t s i n
c h e m o t h e r a p y [ 8 8 - 90 ] a n d v a l u a b l e i n f o r m a t i o n f o r dr u g d e v e l o p m e n t . O u r r e s u l t s
i n d i c a t e t h a t A B C C l c o u l d b e a g e n e b i o m a r k e r o f a r s e n i c r e s p o n s e , a s w e l l a s a
p o t e n t i a l c h e m o th e r a p e u t i c t a r g e t w h e n u s i n g a r s e n i c t r i o x i d e i n c a n c e r t r e a t m e n t , f o r
A P L a n d p o s s i b l y o t h e r t u m o r t y p e s .
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T hr o u gh t h e n e t w o r k g e n e r a t i o n , w e fo u n d t h e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r A P I a s a n
i n t e g r a t e d n o d e i n t h e m o s t s i g n i f i c a n t s u b - n e t w o r k t h a t i s a s s o c i a t e d w i t h c e l l u l a r
r e s p o n s e t o a r s e n i c - i n d u c e d c y t o t o x i c i t y A P I i s a c o l l e c t i v e t e r m r e f e r r i n g t o d im e r i c
t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s c o m p o s e d o f J u n , F o s o r A T F s u b u n i t s t h a t b i n d t o a c o m m o n
D N A s i t e
,
t h e A P I - b i n d i n g s i t e [ 9 1 ] . A P I i s i n v o l v e d i n s e v e r a l c e l l u l a r p r o c e s s e s
i n c l u d in g d i f f e r e n t i a t i o n , p r o l i f e r a t i o n , a n d a p o p t o s i s [9 2 ] . P r e v i o u s s t u d i e s s h o w n
t h a t a r s e n a t e s u p p r e s s e s h u m a n k e r a t i n o c y t e p r o g r a m m i n g b y a l t e r i n g A P I [ 9 3 ] , a n d
i n t a c t A P I s i t e s a r e r e q u i r e d f o r a r s e n i c - i n d u c e d s u p p r e s s i o n o f k e r a t i n o c y t e
d i f f e r e n t i a t i o n m a r k e r g e n e i n v o l u c r i n [9 4 ] . O u r s t u d y r e s u l t s i n d i c a t e t h a t A P I i s
h i gh l y a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x i d e , e v e n t ho u g h th e
b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l o f A P I i t s e l f i s n o t a s s o c i a t e d . I t i s p o s s i b l e t h a t t h e v a r i o u s
a c t i v i t y l e v e l a n d b i o l o g i c a l i n t e g r i t y o f A P I c o n t r i b u t e s t o t h e c e l l u l a r s u s c e p t i b i l i t y
u p o n e x p o s u r e t o a r s e n i c t r i o x i d e .
A n o t h e r i n t e r e s t i n g f i n d i n g i s t h e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r N F k B a s a n
i n t e g r a t e d n o d e i n t h e a r s e n i c - s u s c e p t i b i l it y s u b - n e t w o r k . N F k B i s w e l l k n o w n f o r i t s
f u n c t i o n i n r e g u l a t i n g g e n e s f o r im m u n e r e s p o n s e , i n f l a m m a t i o n a n d a p o p t o s i s [ 9 5-
9 7 ] . N u m e r o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h e N F k B s i g n a l i n g p a t h w a y i s a l t e r e d i n t h e
p r e s e n c e o f a r s e n i c t r i o x i d e [9 8 - 10 0 ] . Si m i l a r t o N r f Z , t h e b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s
o f N F k B w e r e n o t s t a t i s t i c a l l y a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x i d e .
H o w e v e r
,
it s t r a n s c r i p t i o n a l t a r g e t s a r e . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h e
c r o s s t a l k b e tw e e n N r f Z a n d N F k B i n b i o l o g i c a l p r o c e s s e s i n c l u d i n g i n f l a mm a t i o n a n d
c a r c i n o g e n e s i s [ 1 0 1 , 10 2 ] , b u t t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e s e t w o t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s
u n d e r c e l l u l a r s t r e s s i s n o t c l e a r l y u n d e r s t o o d . O u r r e s u lt s s u g g e s t t h a t N r f Z a n d N F k B
b o t h m a y c o n t r i b u t e t o t u m o r c e l l r e s i s t a n c e u p o n e x p o s u r e t o a r s e n i c t r i o x i d e , a n d t h e
t w o t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s m a y w o r k c o o p e r a t i v e l y i n p r o t e c t i n g t u m o r c e l l s f r o m
a r s e n i c - i n d u c e d c y t o t o x i c i t y .
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C o n c l u s i o n s o f C h a p t e r 2
I n t h i s s t u d y , w e i d e n t i f i e d p o t e n t ia l g e n e b i o m a r k e r s o f tu m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c
t r i o x id e T h e s e g e n e b i o m a r k e r s h a v e b a se l i n e e x p r e s s io n l e v e l s t h a t a r e s t a t i s t i c a l ly
a s s o c i a t e d w it h t u m o r c e l l s u sc e p t i b i l i ty t o a r s e n i c t r i o x i d e I t m a y b e t h e c a s e t h a t
t h e s e g e n e b i o m a r k e r s a r e a l s o p o t e n t i a l m o d u l a t o r s o f c e l l u l a r r e s p o n s e t o a r s e n i c -
i n d u c e d c y t o t o x i c i ty A r s e n i c t r i o x id e i s l in k e d b o t h t o c a n c e r c a u s a t i o n a n d c a n c e r
tr e a t m e n t , a n d o u r r e s u l t s h e lp t o i d e n t i f y t h e g e n e s t h a t u n d e r l i e t h e c e l lu l a r
r e s p o n s e s t o a r s e n i c M o r e o v e r , th e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e g e n e t i c f a c t o r s t h a t u n d e r l i e
t h e t u m o r c e l l r e s p o n s e t o a r s e n i c t r i o x id e w i ll h a v e d ir e c t i m p l ic a t i o n s i n t h e
c o n t in u e d a p p l i c a t i o n o f a r se n i c t r i o x id e a s a c h e m o t h e r a p e u t i c a g e n t in t r e a t in g A P L
a n d o th e r t y p e s o f c a n c e r F o r e x a m p l e , t h e s e r e s u l ts c a n b e a p p l i e d f o r a b e t te r
u n d e r s t a n d i n g o f w h i c h t u m o r t y p e s w i l l b e r e s p o n s iv e t o a r s e n ic t r e a tm e n t , t h u s
f a c i l i t a t i n g t h e d e v e l o p m e n t o f p e r so n a l iz e d m e d ic a t i o n . F u r t h e r r e s e a r c h i s n e e d e d t o
e x a m i n e t h e b i o lo g i c a l m e c h a n i s m s u n d e r ly i n g t h e d u a l p r o p e r t ie s o f a r s e n ic t r i o x i d e
a s b o t h a c a n c e r c a u s i n g a n d t r e a t in g a g e n t , a n d t o v e r i fy t h e p r o t e c t i v e e f f e c t o f
a c t i v a t e d N r f 2 p a t h w a y i n t u m o r c e l l s u p o n e x p o s u r e t o a r s e n i c t r i o x i d e .
3 5
C o n c lu s i o n s
I n th i s st u d y , w e fi r st a p p l i e d a la r g e
- s c a l e r e s e a r c h e f f o r t t o u n d e r s t a n d th e b i o l o g i c a l
m e c h a n is m s u n d e r l y in g m u l t i - d r u g c h e m o s e n s i t iv it y , a n d id e n t i fi e d a s e t o f 5 8 7
c o m m o n g e n e b i o m a r k e r s o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u l t i p l e c h e m i c a l c o m p o u n d s .
T h e s e p o t e n t i a l m u l t i - d r u g r e s p o n s e g e n e b i o m a r k e r s h a v e b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s
a s s o c i a t e d w i th t h e N GI - 6 0 t u m o r c e ll r e s p o n s e t o n v i m e r o u s c h e m i c a l c o m p o u n d s . I t
m a y b e t h e c a s e t h a t t h e se g e n e b i o m a r k e r s a r e a l s o t h e p o t e n t i a l c o m m o n m o d u l a t o r s
o f t u m o r c e l l r e s p o n s e to n u m e r o u s c h e m i c a l c o m p o u n d s . T h e n , w e i d e n t i fi e d 2 0 9
p o t e n t i a l g e n e b io m a r k e r s o f t u m o r c e l l s u s c e p t ib i l it y t o a r s e n i c t r i o x id e . I t i s p o s s i b le
t h a t t h e s e g e n e b i o m a r k e r s a r e a l s o t h e p o t e n t i a l m o d u l a t o r s t h a t m e d i a t e c e l l u l a r
s u s c e p t i b i l i ty t o a r s e n ic - in d u c e d c y t o t o x ic i ty
O u r st u d y w i l l h e lp t o u n d e r s t a n d t h e m e c h a n i s m s o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o m u lt i p le
c h em i c a l c o m p o u n d s , a s w e l l a s t h e d u a l p r o p e r t y o f a r s e n i c t ri o x id e a s a k n o w n
h u m a n c a r c in o g e n a n d a n e f f e c t iv e c h em o t h e r a p e u t i c a g e n t in c a n c e r t r e a t m e n t . O u r
fi n d i n g s w i l l b e u s e f l i l f o r th e p r o g r e s s o f p e r s o n a l i z e d m e d ic a t i o n s a n d t a r g e t
t h e r a p e u t i c t r e a t m e n t F u rt h e r in v e s t i g a t i o n s a r e d e s i r e d to v e r i fy o u r p r o p o s e d
b i o l o g i c a l m e c h a n i s m s o f m u l ti - d r u g r e s p o n s e a n d c e l l u la r s u s c e p t ib i l i ty t o a r s e n i c
tr i o x i d e
,
a n d t o s p e c i fy t h e k e y m o d u l a to r s a n d b i o l o g i c a l p r o c e s s e s in v o l v e d .
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A d d i t i o n a l f i l e s
A d d it i o n a l F i l e 1 . 1 - G e n e s a s s o c i a t e d w i t h c h e m o s e n s i t i v i t y t o s i n g l e / m u lt i p l e
c h e m ic a l c o m p o u n d s
A d d i t i o n a l F i l e 1. 1 l i s t s t h e 104 8 p o t e n t i a l g e n e b i o m a r k e r s o f t u m o r c e l l r e s p o n s e t o
a t l e a s t o n e o f t h e 2 32 c h e m i c a l c o m p o u n d s . T h e v a l u e o f
"
R e s
"
i n d i c a t e s t h e g e n e i s
a s s o c i a t e d w i t h c e l l u l a r r e s i s t a n c e t o t h i s n u m b e r o f d r u g s , a n d t h e v a l u e o f
" Se n "
i n d i c a t e s t h e g e n e i s a s s o c i a t e d w i t h c e l l u l a r s e n s i t i v i t y t o t h i s n u m b e r o f d r u g s .
"
B M R "
,
" M R "
,
a n d " M S" d e n o t e t h e c o m p o s i t i o n o f t h e t hr e e g e n e b i o m a r k e r s e t s ,
a n d t h e f i r s t 5 8 7 g e n e s i n t h e l i s t f o r m t h e
" M D R " w h e r e t h e ge n e s a r e e it h e r w i t h i n
M R o r M S o r b o t h . C o r r e s p o n d i n g g e n e ID s , g e n e s y m b o l s , a n d g e n e n a m e s a r e
i n c l u d e d .
A d d i t i o n a l F i le 1 . 2 - P r o t e i n s i n t h e s i g n if i c a n t m o le c u l a r n e t w o r k s e n r i c h e d i n
M S
,
M R
,
a n d M D R .
A d d i t i o n a l F i l e 1 . 2 l i s t t h e p r o t e i n s c o n t a i n e d w i t h i n t h e t h r e e m o l e c u l a r n e t w o r k s
i d e n t i f i e d f o r t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s . N e t w o r k s w e r e b u i l t o n
" F o c u s
M o l e c u l e s "
,
w h o s e b a s e l i n e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s a r e a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - dr u g
r e s p o n s e . F o c u s M o l e c u l e s a r e i n d i c a t e d b y b o l d f r o n t . M o l e c u l e s i n t h e n e t w o r k s a r e
e i t h e r f o c u s m o l e c u l e s (e . g . g e n e b i o m a r k e r s i n M D R ) o r m o l e c u l e s i n t e r a c t w i t h
t h e m . P - v a l u e s f o r e a c h n e t w o r k i s d e t a i l e d .
A d d i t i o n a l F i le 1 . 3 - C o m m o n b i o lo g i c a l p r o c e s s e s e n r i c h e d i n M S , M R , a n d
M D R .
A d d i t i o n a l F i l e 3 l i s t s a l l t h e b i o l o g i c a l f u n c t i o n s e n r i c h e d i n t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r
s e t s . T h e f u n c t i o n a l c a t e g o r y , p - v a l u e , a n d g e n e s a s s o c i a t e d w i t h m u l t i - d r u g r e s p o n s e
w i t h i n t h e s e f u n c t i o n s a r e i n c l u d e d .
A d d i t i o n a l F i l e 1 . 4 - T o p 2 0 c a n o n i c a l p a t h w a y s e n r i c h e d i n M S , M R , a n d M D R .
A d d i t i o n a l F i l e 4 l i s t s t h e t o p 2 0 c a n o n i c a l p a t h w a y s t h a t a r e s i gn i f i c a n t l y e n r i c h e d i n
t h e t h r e e g e n e b i o m a r k e r s e t s . C o r r e s p o n d i n g p - v a l u e s a n d r a n k s w i t h i n e a c h g e n e s e t
a r e i n c l u d e d .
3 7
A d d i t i o n a l F i l e 2 . 1 - G I 5 0 o f 5 9 c e l l l i n e s o f t h e N C I - 6 0 h u m a n t u m o r c e l l p a n e l
A d d i t i o n a l F i l e 1 l i s t s t h e G I 5 0 o f 5 9 c e l l l i n e s o f t h e N C I - 6 0 c e i l p a n e l .
C o r r e s p o n d i n g t u m o r t y p e , c e l l l i n e n u m b e r , a n d c e l l l i n e n a m e a r e i n c l u d e d . T h e c e l l
l i n e s w e r e n u m b e r e d f r o m 1 t o 5 9
,
a c c o r d i n g t o c e l l u l a r s e n s i t i v i t y t o a r s e n i c t r i o x i d e
(e . g . c e l l l i n e n u m b e r 1 i s t h e m o s t r e s i s t a n t c e l l l i n e , w h e r e a s c e l l l i n e 5 9 i s t h e m o s t
s e n s i t i v e c e l l l i n e . )
A d d it io n a l F il e 2 . 2 - P o t e n t i a l g e n e b io m a r k e r s o f t u m o r c e l l s u s c e p t i b i l it y t o
a r s e n i c t r i o x id e .
A d d i t i o n a l F i l e 2 l i s t s a l l t h e 2 4 2 g e n e p r o b e s (2 09 g e n e s ) t h a t w e r e s t a t i s t i c a l l y
a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l s u s c e p t i b i l i t y t o a r s e n i c t r i o x i d e . C o r r e s p o n d i n g g e n e I D s ,
q
- v a l u e s , a n d g e n e d e s c r i p t i o n s a r e i n c l u d e d .
A d d it i o n a l F i le 2 . 3 - G e n e p r o d u c t s i n n e t w o r k a n a ly s i s .
A d d i t i o n a l F i l e 3 l i s t s a l l t h e 3 17 p r o t e i n s c o n t a i n e d w i th i n t h e l a r g e i n t e r a c t o m e .
E a c h p r o t e i n i s l i s t e d a s e i t h e r i t s b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s t a t i s t i c a l l y a s s o c i a t e d
w i t h a r s e n i c r e s i s t a n c e / s e n s i t iv i t y , o r it i n t e r a c t s w i t h t h e d i r e c t l y a s s o c i a t e d
t r a n s c r i p t s . C o r r e s p o n d i n g g e n e s y m b o l s , g e n e n a m e s , g e n e I D s , a n d o t h e r r e l a t i v e
i n f o r m a t i o n a r e i n c l u d e d . P r o t e i n s w i t h i n t h e t h r e e m o s t s i g n i f i c a n t s u b - n e t w o r k s a r e
a l s o i d e n t i fi e d .
A d d it i o n a l F i le 2 . 4 - 6 4 c o m m o n b io l o g ic a l f u n c t io n s e n r i c h e d i n a r s e n i c
s u s c e p t ib i l i t y a s s o c i a t e d n e t w o r k s .
A d d i t i o n a l F i l e 4 l i s t s a l l t h e 64 b i o l o g i c a l fu n c t i o n s e n r i c h e d i n a r s e n i c s u s c e p t i b i l i t y
a s s o c i a t e d n e t w o r k s . T h e f u n c t i o n a l c a t e g o r y , p - v a l u e , a n d a r s e n i c s u s c e p t i b i l i t y -
a s s o c i a t e d m o l e c u l e s w i t h i n t h e s e f u n c t i o n s a r e i n c lu d e d .
A d d it i o n a l F i le 2 . 5 - T e n s u b - n e t w o r k s w i t h i n t h e la r g e i n t e r a c t o m e .
A dd i t i o n a l F i l e 5 l i s t s t h e t o p t e n s u b - n e tw o r k s w i t h i n t h e l a r g e in t e r a c t o m e .
N e t w o r k s w e r e b u i l t o n t h e
" F o c u s M o l e c u l e s
"
, w h o s e b a s e l i n e e x p r e s s i o n l e v e l s a r e
s t a t i s t i c a l l y a s s o c i a t e d w i t h t u m o r c e l l s u s c e pt i b i l i t y t o a r s e n i c t r i o x i d e . M o l e c u l e s i n
t h e n e t w o r k s a r e e i t h e r f o c u s m o l e c u l e s (e . g . g e n e b i o m a r k e r s o f a r s e n i c
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s u s c e p t i b i l i t y ) o r m o l e c u l e s i n t e r a c t w i t h t h e m . P - v a l u e s fo r t h e t e n s u b - n e t w o r k s a r e
d e t a i l e d .
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R e f e r e n c e s
1. v a n ' t V e e r L J , B e rn a r d s R : E n a b l i n g p e r s o n a l iz e d c a n c e r m e d i c i n e t h r o u g h
a n a l y s i s o f g e n e - e x p r e s s i o n p a t t e r n s . N a t u r e 2 0 0 8 , 4 52 : 56 4 - 5 70 .
2 . P o w i s G : A c h i e v i n g p e r s o n a l iz e d c a n c e r m e d i c i n e : t r i a l s a n d t r i b u l a t i o n s .
J I n v e s t i g Me d 2 0 0 6 , 5 4 : 2 3 5 - 2 3 7 .
3 . S c h e r f U , R o s s D T , W a l t h a m M , Sm i t h L H , L e e JK , T a n a b e L , K o h n K W ,
R e i n h o l d W C
,
M y e r s T G , A n d r e w s D T , e t a l : A g e n e e x p r e s s i o n d a t a b a s e
f o r t h e m o l e c u l a r p h a r m a c o l o g y o f c a n c e r . N a t G e n e t 2 0 0 0, 2 4 : 2 3 6 - 2 4 4 .
4 . St a u n t o n JE
,
S l o n im D K
,
C o l l e r H A , T a m a y o P , A n g e l o M J , P a r k J, Sc h e r f U ,
L e e J K , R e i n h o l d WO , W e i n s t e i n JN , e t a l : C h e m o s e n s i t i v i t y p r e d i c t i o n b y
t r a n s c r i p t i o n a l p r o fi l i n g . P r o c N a t l A c a d Sc i U S A 2 0 0 1, 9 8 : 10 7 8 7 - 10 7 9 2 .
5 . C h a n g JC , W o o t e n E C , T s im e l z o n A , H i l s e n b e c k S G , G u t i e r r e z M C , E l l e d g e
R
, M o h s i n S , O s b o r n e CK , C h a m n e s s G C , A l l r e d D C , O
' C o n n e l l P : G e n e
e x p r e s s i o n p r o fi l i n g f o r t h e p r e d i c t i o n o f t h e r a p e u t i c r e s p o n s e t o
d o c e t a x e l i n p a t i e n t s w i t h b r e a s t c a n c e r . L a n c e t 2 0 0 3 , 3 6 2 : 3 6 2 - 3 6 9 .
6 . St u h lm u U e r B
,
H a u p l T , H e r n a n d e z M M , G r u t z k a u A , K u b a n R J , T a n d o n N ,
V o s s JW , Sa l f e l d J , K i n n e R W , B u r m e s t e r G R : C D l l c a s a t r a n s c r i p t i o n a l
b i o m a r k e r t o p r e d i c t r e s p o n s e t o a n t i - T N F m o n o t h e r a p y w i t h
a d a l i m u m a b i n p a t i e n t s w i t h r h e u m a t o i d a r t h r i t i s . C l i n P h a r m a c o l Th e r
2 0 10
,
8 7 : 3 1 1 - 3 2 1 .
7 . N a k a y a m a S , T o r i k o s h i Y , T a k a h a s h i T , Y o sh i d a T , Su d o T , M a t s u s h im a T ,
K a w a s a k i Y , K a t a y a m a A , G o h d a K , H o r t o b a g y i G N , e t a l : P r e d i c t i o n o f
p a c l i t a x e l s e n s i t i v i t y b y C D K l a n d C D K 2 a c t i v i t y i n h u m a n b r e a s t c a n c e r
c e l l s . B r e a s t C a n c e r R e s 2 0 0 9 , 1 1 : R 12 .
8 . C a p u a n o G , R i g a m o n t i N , G r i o n i M , F r e s c h i M , B e l l o n e M : M o d u l a t o r s o f
a r g i n i n e m e t a b o l i s m s u p p o r t c a n c e r i m m u n o s u r v e i l l a n c e . B MC I m m u n o l
2 00 9
,
10 : 1.
9 . P h a n g JM , P a n dh a r e J , L i u Y : T h e m e t a b o l i s m o f p r o l i n e a s
m i c r o e n v i r o n m e n t a l s t r e s s s u b s t r a t e . J N u t r 2 0 0 8 , 1 3 8 : 2 0 0 8 S - 2 0 1 5 S.
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a n d t h e r a p e u t i c o p p o r t u n i t i e s . N a t R e v C a n c e r 2 0 10 , 10 : 9 - 2 2 .
1 1. H a n n i g a n G , T r o u s s a r d A A , D e d h a r S: I n t e g r i n - l i n k e d k i n a s e : a c a n c e r
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- 6 3 .
12 . O s b u m WO
,
K e n s l e r T W : N r f Z s i g n a l i n g : a n a d a p t i v e r e s p o n s e p a t h w a y
f o r p r o t e c t i o n a g a i n s t e n v i r o n m e n t a l t o x i c i n s u l t s . M u t a t R e s 2 0 0 8 , 6 5 9 : 3 1-
39 .
13 . N g u y e n T , N i o i P , P i c k e t t C B : T h e N r f 2
- a n t i o x i d a n t r e s p o n s e e l e m e n t
s i g n a l i n g p a t h w a y a n d i t s a c t i v a t i o n b y o x i d a t i v e s t r e s s . J B i o l Ch e m 2 0 0 9 ,
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c a r d i o v a s c u l a r d i s e a s e . E x p e r t Op i n T h e r Ta r g e t s 2 0 0 9 , 13 : 7 85
- 7 9 4 .
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B i o l 2 0 0 6 , 2 6 : 2 S8 7- 2 9 0 0 .
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a c t i v a t i o n o f a n a d a p t iv e r e s p o n s e i n c a n c e r . T r e n d s B i o c h e m Sc i 2 0 0 9 ,
3 4 : 1 7 6 - 1 8 8 .
2 3 . L i n c o l n D T
,
A l i E m a d i E M
,
T o n i s s e n K F
,
C l a r k e F M : T h e t h i o r e d o x i n -
t h i o r e d o x i n r e d u c t a s e s y s t e m : o v e r - e x p r e s s i o n i n h u m a n c a n c e r .
A n t i c a n c e r R e s 2 0 0 3
,
2 3 : 2 4 2 5 - 2 4 3 3 .
2 4 . K w a k M K
,
E g n e r PA , D o l a n PM , R a m o s - G o m e z M , G r o o p m a n JD , I t o h K ,
Y a m a m o t o M , K e n s l e r T W : R o l e o f p h a s e 2 e n z y m e i n d u c t i o n i n
c h e m o p r o t e c t i o n b y d i t h i o l e t h i o n e s . M u t a t R e s 2 0 0 1, 4 8 0 - 4 8 1 : 3 0 5 - 3 1 5 .
2 5 . Y a t e s M S
,
K e n s l e r T W : K e a p l e y e o n t h e t a r g e t : c h e m o p r e v e n t i o n o f l i v e r
c a n c e r . A c t a P h a r m a c o l S i n 2 0 0 7 , 2 8 : 13 3 1- 13 4 2 .
2 6 . Sh i n k a i Y
,
Su m i D
,
F u k a m i I
,
I s h i i T
,
K u m a g a i Y : Su l f o r a p h a n e , a n
a c t i v a t o r o f N r f 2
,
s u p p r e s s e s c e l l u l a r a c c u m u l a t i o n o f a r s e n i c a n d i t s
c y t o t o x i c i t y i n p r i m a r y m o u s e h e p a t o c y t e s . F E B S L e t t 2 0 0 6 , 5 8 0 : 17 7 1- 17 74 .
2 7 . R i e d l M A , Sa x o n A , D i a z - S a n c h e z D : O r a l s u l f o r a p h a n e i n c r e a s e s P h a s e 11
a n t i o x i d a n t e n z y m e s i n t h e h u m a n u p p e r a i r w a y . C l i n I m m u n o l 2 0 0 9,
13 0 : 2 4 4 - 2 5 1.
2 8 . A m e r E S
,
H o l m g r e n A : T h e t h i o r e d o x i n s y s t e m i n c a n c e r . S e m i n C a n c e r
B io l 2 0 0 6
,
1 6 : 4 2 0 - 4 2 6 .
2 9 . S u n Y , R i g a s B : T h e t h i o r e d o x i n s y s t e m m e d i a t e s r e d o x - i n d u c e d c e l l d e a t h
i n h u m a n c o l o n c a n c e r c e l l s : i m p l i c a t i o n s f o r t h e m e c h a n i s m o f a c t i o n o f
a n t i c a n c e r a g e n t s . C a n c e r R e s 2 0 0 8 , 6 8 : 8 2 6 9 - 82 7 7 .
30 . Y o s h i o k a J , Sc h r e i t e r E R , L e e R T : R o l e o f t h i o r e d o x i n i n c e l l g r o w t h
t h r o u gh i n t e r a c t i o n s w i t h s i g n a l i n g m o l e c u l e s . A n t i o x i d R e d o x S ig n a l 2 0 0 6 ,
8 : 2 14 3 - 2 15 1.
3 1 . T o n i s s e n K F
,
D i T r a p a n i G : T h i o r e d o x i n s y s t e m i n h i b i t o r s a s m e d i a t o r s o f
a p o p t o s i s f o r c a n c e r t h e r a p y . M o l N u t r F o o d Re s 2 0 0 9 , 5 3 : 8 7 - 10 3 .
4 1
3 2 . S a m a n i A A , Y a k a r S , L e R o i t h D , B r o d t P : T h e r o l e o f t h e I G F s y s t e m i n
c a n c e r g r o w t h a n d m e t a s t a s i s : o v e r v i e w a n d r e c e n t i n s i g h t s . E n d o c r R e v
2 0 0 7
,
2 8 : 2 0 - 4 7 .
3 3 . We r o h a S J, H a l u s k a P : I G F - 1 r e c e p t o r i n h i b i t o r s i n c l i n i c a l t r i a l s — e a r l y
l e s s o n s . J M a m m a r y G l a n d B io l N e o p l a s i a 2 0 0 8 , 13 : 4 7 1 - 4 8 3 .
3 4 . F u r s t e n b e r g e r G , Se n n H J : I n s u l i n - l i k e g r o w t h f a c t o r s a n d c a n c e r . L a n c e t
O n c o l 2 0 0 2 , 3 : 2 9 8- 30 2 .
3 5 . P a p a t s o r i s A G , K a r a m o u z i s M V , Pa p a v a s s i l i o u A G : N o v e l i n s i g h t s i n t o t h e
i m p l i c a t i o n o f t h e I G F - 1 n e t w o r k i n p r o s t a t e c a n c e r . T r e n ds Mo l M e d 2 0 0 5 ,
1 1 : 5 2 - 5 5 .
3 6 . C h e n W
,
W a n g L , K e Q , J i n G , T a n Y , Z h o u Y , H u Z , M a H , W a n g J , H u a Z ,
e t a l : T h e r o l e o f I G F B P 3 f u n c t i o n a l p o l y m o r p h i s m s i n t h e r i s k o f g a s t r i c
c a n c e r i n a h i g h - r i s k C h i n e s e p o p u l a t i o n . E u r J C a n c e r P r e v 2 0 0 8 , 1 7 : 82 -
8 7 .
3 7 . N e u h o u s e r M L
,
Sc h e n k J
,
So n g Y J , T a n g e n C M , G o o dm a n P J , P o l l a k M ,
P e n s o n D F , T h o m p s o n IM , K r i s t a l A R : I n s u l i n - l i k e g r o w t h f a c t o r - I , i n s u l i n ¬
l i k e g r o w t h f a c t o r b i n d i n g p r o t e i n - 3 a n d r i s k o f b e n i g n p r o s t a t e
h y p e r p l a s i a i n t h e p r o s t a t e c a n c e r p r e v e n t i o n t r i a l . P r o s t a t e 2 0 0 8,
6 8 : 14 7 7 - 1 4 8 6 .
3 8 . W a l k e r G
,
M a c L e o d K
,
W i l l i a m s A R
,
C a m e r o n D A , Sm y t h JF , L a n g d o n SP :
I n s u l i n - l i k e g r o w t h f a c t o r b i n d i n g p r o t e i n s I G F B P 3 , I G F B P 4 , a n d
I G F B P 5 p r e d i c t e n d o c r i n e r e s p o n s i v e n e s s i n p a t i e n t s w i t h o v a r i a n c a n c e r .
C l i n C a n c e r R e s 2 0 0 7
,
13 : 14 3 8 - 14 4 4 .
3 9 . F e i k E
,
B a i e r l A
,
H i e g e r B , F u hr l i n g e r G , Pe n t z A , St a t t n e r S , W e i s s W ,
P u l g r a m T , L e e b G , M a c h K , e t a l : A s s o c i a t i o n o f I G F l a n d I G F B P 3
p o l y m o r p h i s m s w i t h c o l o r e c t a l p o l y p s a n d c o l o r e c t a l c a n c e r r i s k . C a n c e r
C a u s e s C o n t r o l 2 0 10
,
2 1 : 9 1- 9 7 .
4 0 . L e R o i t h D , Y a k a r S : M e c h a n i s m s o f d i s e a s e : m e t a b o l i c e f f e c t s o f g r o w t h
h o r m o n e a n d i n s u l i n - l i k e g r o w t h f a c t o r 1 . N a t C l i n P r a c t E n d o c r i n o l M e t a b
2 0 0 7
,
3 : 3 0 2 - 3 10 .
4 1. J o g i e - B r a h im S , F e l dm a n D , O h Y : U n r a v e l i n g i n s u l i n - l i k e g r o w t h f a c t o r
b i n d i n g p r o t e i n - 3 a c t i o n s i n h u m a n d i s e a s e . E n d o c r R e v 2 0 0 9 , 3 0 : 4 17 - 4 3 7 .
4 2 . L e v i n e A J , M o m a n d J , F i n l a y CA : T h e p 5 3 t u m o u r s u p p r e s s o r g e n e . N a t u r e
19 9 1
, 3 5 1 : 4 5 3 - 4 5 6 .
4 3 . G r im b e r g A , C o l e m a n C M , B u m s T F , H im e l s t e i n B P , K o c h C J , C o h e n P , E l -
D e i r y W S : p 5 3 - D e p e n d e n t a n d p 5 3 - i n d e p e n d e n t i n d u c t i o n o f i n s u l i n - l i k e
g r o w t h f a c t o r b i n d i n g p r o t e i n - 3 b y d e o x y r i b o n u c l e i c a c i d d a m a g e a n d
h y p o x i a . J C /m E n d o c r i n o l Me t a b 2 0 0 5 , 9 0 : 3 56 8 - 3 5 7 4 .
4 4 . R e n Z , Sh i n A , C a i Q, Sh u X O , G a o Y T , Z h e n g W : I G F B P 3 m R N A
e x p r e s s i o n i n b e n i g n a n d m a l i g n a n t b r e a s t t u m o r s . B r e a s t C a n c e r R e s
2 0 0 7 , 9 : R 2 .
4 5 . L u b i n JH , B e a n e F r e e m a n L E , C a n t o r K P : I n o r g a n i c a r s e n i c i n d r i n k i n g
w a t e r : a n e v o lv i n g p u b l i c h e a l t h c o n c e r n . J N a t l C a n c e r I n s t 2 00 7 , 9 9 : 9 0 6 -
9 0 7 .
4 6 . R a hm a n MM
,
N g J C , N a i d u R : C h r o n i c e x p o s u r e o f a r s e n i c v i a d r i n k i n g
w a t e r a n d i t s a d v e r s e h e a l t h i m p a c t s o n h u m a n s . E n v i r o n G e o c h e m H e a l t h
2 0 0 9 , 3 1 Su p p l 1 : 18 9 - 20 0 .
4 7 . G u h a M a z u m d e r D N : C h r o n i c a r s e n i c t o x i c i t y & h u m a n h e a l t h . I n d ia n J
Me d R e s 2 0 0 8
,
128 : 4 3 6 - 4 4 7 .
4 2
4 8 . R a hm a n M M , Ch o w d h u r y U K , M u k h e r j e e SC , M o n d a l B K , P a u l K , L o d h D ,
B i s w a s B K
,
C h a n d a C R
,
B a s u G K , Sa h a K C , e t a l : C h r o n i c a r s e n i c t o x i c i t y
i n B a n g l a d e s h a n d W e s t B e n g a l , I n d i a —a r e v i e w a n d c o m m e n t a r y . J
T o x i c o l C l i n T o x i c o l 2 0 0 1
,
3 9 : 6 83 - 7 0 0 .
4 9 . M u k h e r j e e A , B h a t t a c h a r y a P, Sa v a g e K , F o s t e r A , B u n d s c h u h J : D i s t r i b u t i o n
o f g e o g e n i c a r s e n i c i n h y d r o l o g i c s y s t e m s : c o n t r o l s a n d c h a l l e n g e s . J
C o n t a m H y d r o l 2 0 0 8 , 9 9 : 1- 7 .
5 0 . Su n H , M a L , H u X , Z h a n g T : A i - L i n I t r e a t e d 3 2 c a s e s o f a c u t e
p r o m y e l o c y t i c l e u k e m i a . C h i n J I n t e g r a t Ch i n & We s t M e d 19 9 2 , 1 2 .
5 1 . N C I C a n c e r B u l l e t i n : A r s e n i c t r i o x i d e i m p r o v e s s u r v i v a l i n a d u l t s w i t h
A P L
[ht p :/ /w w w c a n c e r . g o v / n c i c a n c e r bu l l e t i n / N C I C a n c e r B u l l e t i n 0 13 0 0 7/p a g e
4 ]
5 2 . R o j e w s k i M T , K o r p e r S , Sc h r e z e n m e i e r H : A r s e n i c t r i o x i d e t h e r a p y i n
a c u t e p r o m y e l o c y t i c l e u k e m i a a n d b e y o n d : f r o m b e n c h t o b e d s i d e . L e u k
L y mp h o m a 2 0 0 4 , 4 5 : 2 3 8 7 - 2 4 0 1 .
5 3 . K i n j o K , K i z a k i M , M u t o A , F u k u c h i Y , U m e z a w a A , Y a m a t o K , N i s h i h a r a T ,
H a t a J
,
I t o M
,
U e y a m a Y , I k e d a Y : A r s e n i c t r i o x i d e (A s 2 0 3 ) - i n d u c e d
a p o p t o s i s a n d d i f f e r e n t i a t i o n i n r e t i n o i c a c i d - r e s i s t a n t a c u t e
p r o m y e l o c y t i c l e u k e m i a m o d e l i n h C M - C SF - p r o d u c i n g t r a n s g e n i c SC I D
m i c e . L e u k e m i a 2 0 0 0
,
14 : 4 3 1- 4 3 8 .
5 4 . J i n g Y , D a i J , C h a lm e r s - R e dm a n R M , T a t t o n W G , W a x m a n S : A r s e n i c
t r i o x i d e s e l e c t i v e l y i n d u c e s a c u t e p r o m y e l o c y t i c l e u k e m i a c e l l a p o p t o s i s
v i a a h y d r o g e n p e r o x i d e - d e p e n d e n t p a t h w a y . B l o o d 19 9 9 , 9 4 : 2 102 - 2 1 1 1 .
5 5 . H a n B
,
Z h o u G
,
Z h a n g Q , Z h a n g J , W a n g X , T a n g W , K a k u d o K : E ff e c t o f
a r s e n i c t r i o x i d e (A T O ) o n h u m a n l u n g c a r c i n o m a P G c e l l l i n e : A T O
i n d u c e d a p o p t o s i s o f P G c e l l s a n d d e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f B c l - 2 , P g p . J
E x p T h e r O n c o l 2 0 0 4 , 4 : 3 3 5 - 3 4 2 .
5 6 . A l im o g h a d d a m K : A r s e n i c t r i o x i d e a n d a c u t e p r o m y e l o c y t i c l e u k e m i a : a
d r u g f o r a l l s t a g e s o f d i s e a s e s . C l in i c a l L e u k e m i a 2 0 0 8 , 2 : 10 7 - 1 12 .
5 7 . Sh a n k a v a r a m U T , R e i n h o l d WC , N i s h i z u k a S, M a j o r S , M o r i t a D , C h a r y K K ,
R e im e r s M A , S c h e r f U , K a h n A , D o l g i n o w D , e t a l : T r a n s c r i p t a n d p r o t e i n
e x p r e s s i o n p r o f i l e s o f t h e N C I - 6 0 c a n c e r c e l l p a n e l : a n i n t e g r o m i c
m i c r o a r r a y s t u d y . Mo l C a n c e r T h e r 2 0 0 7 , 6 : 8 2 0 - 8 3 2 .
5 8 . D e s i g n a n d P e r f o r m a n c e o f t h e G e n e C h i p H u m a n G e n o m e U 13 3 P l u s 2 . 0
a n d H u m a n G e n o m e U 13 3 A 2 . 0 A r r a y s
5 9 . T u s h e r V G
,
T i b s h i r a n i R
,
Ch u G : S i g n i f i c a n c e a n a ly s i s o f m i c r o a r r a y s
a p p l i e d t o t h e i o n i z i n g r a d i a t i o n r e s p o n s e . P r o c N a t l A c a d S c i U S A 2 0 0 1,
9 8 : 5 1 16 - 5 12 1 .
6 0 . SA M " S i g n i f i c a n c e A n a l y s i s o f M i c r o a r r a y s
" U s e r s g u i d e a n d t e c h n i c a l
d o c u m e n t
6 1. J a r d im M J
,
F r y R C , J a s p e r s I , D a i l e y L , D i a z - S a n c h e z D : D i s r u p t i o n o f
m i c r o R N A e x p r e s s i o n i n h u m a n a i r w a y c e l l s b y d i e s e l e x h a u s t p a r t i c l e s i s
l i n k e d t o t u m o r i g e n e s i s - a s s o c i a t e d p a t h w a y s . E n v i r o n H e a l t h P e r sp e c t
2 0 0 9
,
1 17 : 17 4 5 - 1 7 5 1 .
62 . D r u g d i s c o v e r y a t t h e n a t i o n a l c a n c e r i n s t i t u t e : f a c t s h e e t
[h t t p : / /w w w c a n c e r . go v / c a n c e r t o p i c s / f a c t s h e e t / n c i / d r u g d i s c o v e r y ]
4 3
6 3 . M a w MK
,
F u j im o t o J , T a m a y a T : O v e r e x p r e s s i o n o f i n h i b i t o r o f D N A -
b i n d i n g (I D )- l p r o t e i n r e l a t e d t o a n g i o g e n e s i s i n t u m o r a d v a n c e m e n t o f
o v a r i a n c a n c e r s . BM C C a n c e r 2 0 0 9 , 9 : 4 3 0 .
6 4 . T a rn WF
,
G u T L
,
Ch e n J
,
L e e B H
,
B u l l i n g e r L , F r o h l i n g S, W a n g A , M o n t i S ,
G o l u b T R , G i l l i l a n d D G : I d l i s a c o m m o n d o w n s t r e a m t a r g e t o f o n c o g e n i c
t y r o s i n e k i n a s e s i n l e u k e m i c c e l l s . B l o o d 2 0 0 S, 1 12 : 19 8 1 - 19 9 2 .
6 5 . M c N e e l y SC , X u X , T a y l o r B F , Z a c h a r i a s W , M c C a b e M J , J r . , S t a t e s J C : E x i t
f r o m a r s e n i t e - i n d u c e d m i t o t i c a r r e s t i s p 5 3 d e p e n d e n t . E n v i r o n H e a l t h
P e r sp e c t 2 0 0 6 , 1 14 : 14 0 1- 14 0 6 .
6 6 . H w a n g B J , U t t i C , St e i n b e r g M : I n d u c t i o n o f c y c l i n D l b y s u b m i c r o m o l a r
c o n c e n t r a t i o n s o f a r s e n i t e i n h u m a n e p i d e r m a l k e r a t i n o c y t e s . T o x i c o l Ap p l
P ha r m a c o l 2 0 0 6
,
2 1 7 : 16 1- 16 7 .
6 7 . T u n - K y i A , Qi n JZ , O b e r h o l z e r P A , N a v a r i n i A A , H a s s e l JC , D u m m e r R ,
D o b b e l i n g U : A r s e n i c t r i o x i d e d o w n - r e g u l a t e s a n t i a p o p t o t i c g e n e s a n d
i n d u c e s c e l l d e a t h i n m y c o s i s f u n g o i d e s t u m o r s i n a m o u s e m o d e l . A n n
O n c o l 2 0 0 8
,
19 : 14 8 8 - 14 9 4 .
6 8 . P r o o r i t y l i s t o f h a z a r d o u s s u b s t a n c e s
6 9 . D a v i s o n K , M a n n K K , M i l l e r WH , Jr . : A r s e n i c t r i o x i d e : m e c h a n i s m s o f
a c t i o n . S e m i n H e m a t o l 2 0 0 2
,
3 9 : 3 - 7 .
7 0 . M i l l e r WH , J r . , Sc h i p p e r H M , L e e J S , Si n g e r J , W a x m a n S : M e c h a n i s m s o f
a c t i o n o f a r s e n i c t r i o x i d e . C a n c e r R e s 2 0 0 2 , 6 2 : 3 8 9 3 - 3 9 0 3 .
7 1. A p o s h i a n H V , A p o s h i a n M M : A r s e n i c t o x i c o l o g y : fi v e q u e s t i o n s . C h e m R e s
T o x i c o l 2 0 0 6 , 1 9 : 1- 15 .
72 . B e m s t am L
,
N r i a g u J : M o l e c u l a r a s p e c t s o f a r s e n i c s t r e s s . J T o x i c o l E n v i r o n
H e a l t h B C r i t R e v 2 0 0 0
,
3 : 2 9 3 - 3 2 2 .
7 3 . Y u X , X u X , H a n B , Z h o u R : I n h i b i t o r o f D N A b i n d i n g - 1 o v e r e x p r e s s i o n i n
p r o s t a t e c a n c e r : r e l e v a n c e t o t u m o r d i f f e r e n t i a t i o n . P a t h o l O n c o l R e s 2 0 0 9 ,
1 5 : 9 1- 9 6 .
74 . K o u t k i a s V , Ch o u v a r d a I , T r i a n t a fy l l i d i s A , M a l o u s i A , G i a g l i s G , M a g l a v e r a s
N : A P e r s o n a l i z e d F r a m e w o r k f o r M e d i c a t i o n T r e a t m e n t M a n a g e m e n t i n
C h r o n i c C a r e . I E E E T r a n s I n f T e c h n o l B i o m e d 2 0 0 9 .
7 5 . I n n a m o r a t o N G
,
R o j o A I , G a r c i a - Y a g u e A J , Y a m a m o t o M , d e C e b a l l o s M L ,
C u a d r a d o A : T h e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r N r f 2 i s a t h e r a p e u t i c t a r g e t a g a i n s t
b r a i n i n f l a m m a t i o n . J / w w w « o / 2 0 0 8
,
1 8 1 : 6 8 0 - 6 8 9 .
7 6 . O h t a T , l ij im a K , M i y a m o t o M , N a k a h a r a I , T a n a k a H , O h t s u j i M , S u z u k i T ,
K o b a y a s h i A , Y o k o t a J , Sa k i y a m a T , e t a l : L o s s o f K e a p l f u n c t i o n a c t i v a t e s
N r f 2 a n d p r o v i d e s a d v a n t a g e s f o r l u n g c a n c e r c e l l g r o w t h . C a n c e r R e s
2 0 0 8
,
6 8 : 1 3 0 3 - 1 3 0 9 .
7 7 . L e e JS
,
Su r h Y J : N r f 2 a s a n o v e l m o l e c u l a r t a r g e t f o r c h e m o p r e v e n t i o n .
C a n c e r L e t t 2 0 0 5 , 2 2 4 : 17 1- 18 4 .
7 8 . B u r d e t t e D
,
O l i v a r e z M
,
W a r i s G : A c t i v a t i o n o f t r a n s c r i p t i o n f a c t o r N r f 2
.
b y h e p a t i t i s C v i r u s i n d u c e s c e l l s u r v iv a l p a t h w a y . J G e n V i r o l 2 0 0 9 .
7 9 . P i J
, Qu W , R e e c e JM , K u m a g a i Y , W a a l k e s M P : T r a n s c r i p t i o n f a c t o r N r f 2
a c t i v a t i o n b y i n o r g a n i c a r s e n i c i n c u l t u r e d k e r a t i n o c y t e s : i n v o l v e m e n t o f
h y d r o g e n p e r o x i d e . E x p C e l l R e s 2 0 0 3 , 2 9 0 : 2 3 4 - 2 4 5 .
80 . T i a n C , G a o P , Z h e n g Y , Y u e W , W a n g X , J i n H , C h e n Q : R e d o x s t a t u s o f
t h i o r e d o x i n - 1 (T R X l ) d e t e r m i n e s t h e s e n s i t i v i t y o f h u m a n l i v e r
c a r c i n o m a c e l l s (H e p G 2) t o a r s e n i c t r i o x i d e - i n d u c e d c e l l d e a t h . C e l l R e s
2 0 0 8
,
1 8 : 4 5 8 - 4 7 1.
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8 1 . M u n o z M
,
H e n d e r s o n M , H a b e r M , N o r r i s M : R o l e o f t h e M R P l /A B C C l
m u l t i d r u g t r a n s p o r t e r p r o t e i n i n c a n c e r . l UBM B L if e 2 0 0 7 , 5 9 : 7 5 2 - 7 5 7 .
82 . H o d o r o v a I
,
R y b a r o v a S , So l a r P , V e c a n o v a J , M i h a l i k J , B o h u s P , M e l l o v a Y ,
K l u c h o v a D : M u l t i d r u g r e s i s t a n c e p r o t e i n s i n r e n a l c e l l c a r c i n o m a . F o l i a
B i o l (P r a h a ) 2 0 0 8 , 5 4 : 18 7 - 19 2 .
83 . C o l e y H M : M e c h a n i s m s a n d s t r a t e g i e s t o o v e r c o m e c h e m o t h e r a p y
r e s i s t a n c e i n m e t a s t a t i c b r e a s t c a n c e r . C a n c e r T r e a t R e v 2 0 0 8
,
3 4 : 3 7 8 - 3 9 0 .
84 . S a n c h e z C , M e n d o z a P , C o n t r e r a s H R , V e r g a r a J , M c C u b r e y JA , H u i d o b r o C ,
C a s t e l l o n E A : E x p r e s s i o n o f m u l t i d r u g r e s i s t a n c e p r o t e i n s i n p r o s t a t e
c a n c e r i s r e l a t e d w i t h c e l l s e n s i t iv i t y t o c h e m o t h e r a p e u t i c d r u g s . P r o s t a t e
2 0 0 9
, 6 9 : 14 4 8 - 1 4 5 9 .
8 5 . v a n B r u s s e l J P
,
M i c k i s c h G H : M u l t i d r u g r e s i s t a n c e i n p r o s t a t e c a n c e r .
O n k o l o g i e 2 0 0 3 , 2 6 : 17 5 - 18 1 .
8 6 . L e s l i e E M
,
H a im e u r A , W a a l k e s M P : A r s e n i c t r a n s p o r t b y t h e h u m a n
m u l t i d r u g r e s i s t a n c e p r o t e i n 1 (M R P l /A B C C l ) . E v i d e n c e t h a t a t r i -
g l u t a t h i o n e c o n j u g a t e i s r e q u i r e d . J B i o l C h e m 2 0 0 4 , 2 7 9 : 32 7 0 0 - 3 2 7 0 8 .
8 7 . Se o T
,
U r a s a k i Y
,
U e d a T : E s t a b l i s h m e n t o f a n a r s e n i c t r i o x i d e - r e s i s t a n t
h u m a n l e u k e m i a c e l l l i n e t h a t s h o w s m u l t i d r u g r e s i s t a n c e . I n t J H e m a t o l
2 0 0 7
, 8 5 : 2 6 - 3 1 .
8 8 . L i a n g X J , A s z a l o s A : M u l t i d r u g t r a n s p o r t e r s a s d r u g t a r g e t s . C u r r D r u g
T a r g e t s 2 0 0 6 , 7 : 9 1 1 - 9 2 1 .
8 9 . K u o M T : R o l e s o f m u l t i d r u g r e s i s t a n c e g e n e s i n b r e a s t c a n c e r
c h e m o r e s i s t a n c e . A d v E x p M e d B i o l 2 0 0 7 , 6 0 8 : 2 3 - 3 0 .
9 0 . Z h a n g D , F a n D : M u l t i d r u g r e s i s t a n c e i n g a s t r i c c a n c e r : r e c e n t r e s e a r c h
a d v a n c e s a n d o n g o i n g t h e r a p e u t i c c h a l l e n g e s . E x p e r t R e v A n t i c a n c e r T h e r
2 00 7 , 7 : 1 3 6 9- 13 7 8 .
9 1. K a r i n M
,
L i u Z
,
Z a n di E : A P - 1 f u n c t i o n a n d r e g u l a t i o n . C u r r Op i n C e l l B i o l
1 99 7 , 9 : 2 4 0 - 2 4 6 .
9 2 . B a l a s u b r a m a n i a n S , E c k e r t R L : K e r a t i n o c y t e p r o l i f e r a t i o n , d i f f e r e n t i a t i o n ,
a n d a p o p t o s i s —d i f f e r e n t i a l m e c h a n i s m s o f r e g u l a t i o n b y c u r c u m i n ,
E G C G a n d a p i g e n i n . T o x i c o l A p p l P ha r m a c o l 2 0 0 1 , 2 2 4 : 2 14 - 2 19 .
9 3 . K a c h i n s k a s D J
, Q i n Q , P h i l l i p s M A , R i c e R H : A r s e n a t e s u p p r e s s i o n o f
h u m a n k e r a t i n o c y t e p r o g r a m m i n g . Mu t a t R e s 19 9 7 , 3 8 6 : 2 5 3 - 2 6 1 .
9 4 . l e s s e n B A
, Qi n Q , P h i l l i p s M A , P h i l l i p s D L , R i c e R H : K e r a t i n o c y t e
d i f f e r e n t i a t i o n m a r k e r s u p p r e s s i o n b y a r s e n i c : m e d i a t i o n b y A P I
r e s p o n s e e l e m e n t s a n d a n t a g o n i s m b y t e t r a d e c a n o y l p h o r b o l a c e t a t e .
T o x i c o l A p p l P h a r m a c o l 2 0 0 1, 17 4 : 3 0 2 - 3 1 1.
9 5 . K u hn e l F , Z e n d e r L , P a u l Y , T i e t z e M K , T r a u tw e i n C , M a n n s M , K u b i c k a S :
N F k a p p a B m e d i a t e s a p o p t o s i s t h r o u g h t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v a t i o n o f F a s
(C D 9 5) i n a d e n o v i r a l h e p a t i t i s . J B i o l Ch e m 2 0 0 0 , 2 7 5 : 6 4 2 1 - 6 4 2 7 .
9 6 . C z y z M : [Sp e c i fi c i t y a n d s e l e c t i v i t y o f t h e N F k a p p a B r e s p o n s e ] . P o s t e p y
B i o c h e m 2 0 0 5
,
5 1 : 6 0 - 6 8 .
9 7 . Su n X F , Z h a n g H : N F K B a n d N F K B I p o l y m o r p h i s m s i n r e l a t i o n t o
s u s c e p t i b i l i t y o f t u m o u r a n d o t h e r d i s e a s e s . H i s t o l H i s t o p a t h o l 2 0 0 7 ,
2 2 : 13 8 7- 13 9 8 .
9 8 . T s a i SH
,
L i a n g Y C , C h e n L , H o F M , H s i e h M S , L i n J K : A r s e n i t e s t im u l a t e s
c y c l o o x y g e n a s e
- 2 e x p r e s s i o n t h r o u g h a c t i v a t i n g I k a p p a B k i n a s e a n d
n u c l e a r f a c t o r k a p p a B i n p r im a r y a n d E C V 3 0 4 e n d o t h e l i a l c e l l s . J C e l l
B i o c h e m 2 002 , 84 : 7 5 0 - 7 5 8 .
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9 9 . R o u s s e l R R , B a r c h o w s ky A : A r s e n i c i n h i b i t s N F - k a p p a B - m e d i a t e d g e n e
t r a n s c r i p t i o n b y b l o c k i n g I k a p p a B k i n a s e a c t i v i t y a n d I k a p p a B a l p h a
p h o s p h o r y l a t i o n a n d d e g r a d a t i o n . A r c h B i o c h e m B i o p hy s 2 0 0 0 , 3 7 7 : 2 04 -
2 12 .
10 0 . F r y R C , N a v a s u m r i t P , V a l i a t h a n C , Sv e n s s o n JP , H o g a n B J , L u o M ,
B h a t t a c h a r y a S, K a n dj a n a p a K , S o o n t a r a r u k s S , N o o k a b k a e w S , e t a l :
A c t i v a t i o n o f i n fl a m m a t i o n /N F - k a p p a B s i g n a l i n g i n i n f a n t s b o r n t o
a r s e n i c - e x p o s e d m o t h e r s . P L o S G e n e t 2 0 0 7 , 3 : e 2 0 7 .
10 1 . L i W , K h o r T O , X u C , Sh e n G , J e o n g WS , Y u S , K o n g A N : A c t i v a t i o n o f
N r f 2 - a n t i o x i d a n t s i g n a l i n g a t t e n u a t e s N F k a p p a B - i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e
a n d e l i c i t s a p o p t o s i s . B i o c h e m P h a r m a c o l 2 0 0 8 , 7 6 : 14 85 - 14 89 .
10 2 . N a i r S , D o h ST , Ch a n JY , K o n g A N , C a i L : R e g u l a t o r y p o t e n t i a l f o r
c o n c e r t e d m o d u l a t i o n o f N r f 2- a n d N fk b l - m e d i a t e d g e n e e x p r e s s i o n i n
i n f l a m m a t i o n a n d c a r c i n o g e n e s i s . B r J C a n c e r 2 0 0 8 , 9 9 : 2 0 7 0 - 2 0 82 .
4 6
A p p e n d ix
E n v i r o n m e n t a l P r a c t i c u m R e p o r t
B a c k g r o u n d : J P
- 8 f u e l i s s im i la r t o c o m m e r c i a l / i n t e r n a t i o n a l j e t A - 1 f u e l , a n d it i s
t h e st a n d a r d m i l i t a r y fu e l f o r a l l t y p e s o f v e h i c l e s , i n c l u d i n g th e U . S . A i r F o r c e
a ir c r a f t i n v e n t o r y JP - 8 p r e se n t s t h e m o s t c o m m o n c h e m i c a l e x p o su r e i n t h e A ir
F o r c e
, p a r ti c u l a r l y f o r f li g h t a n d g r o u n d c r e w p e r s o n n e l d u r i n g p r e f l i g h t o p e r a t i o n s
a n d f o r m a i n t e n a n c e p e r s o n n e l p e r f o r m in g r o u t in g t a sk s . B e c a u s e JP - 8 i s l e s s v o l a t i le
t h a n i t s p r e d e c e s s o r f u e l (J P - 4 ) , c o n t a c t w i t h l i q u i d JP - 8 f u e l o n s k i n a n d c l o th i n g m a y
r e s u h in p r o l o n g e d e x p o s u r e , w h i c h m i g h t c o n t r i b u t e t o c e r t a i n h e a l t h o u t c o m e .
I n o u r s t u d y , w e m a d e a m b ie n t a i r m e a s u r em e n t s a n d a n a l y z e d e x h a l e d b r e a t h f o r
c e r t a i n v o l a t i l e m a r k e r c o m p o u n d s f o r JP
- 8 , a s w e l l a s f o r s o m e ar o m a t ic
h y d r o c a r b o n s t h a t a r e r e l a t e d to l o n g - t e r m h e a l t h r i s k s T h i s s t u d y r e c r u i t e d 14 1
s u bj e c t s ( th e y a r e e i t h e r i n t h e c o n t r o l g r o u p o r t h e e x p o s u r e g r o u p , a c c o r d i n g to th e ir
j o b t i t l e s ) f r o m 7 d if f e r e n t U S A i r F o r c e b a s e s , a n d t h e b r e a t h s a m p l e s w e r e
c o l l e c t e d b e f o r e a n d a f t e r t h e i r w o r k s h if t s . C o r r e s p o n d in g p e r s o n n e l in f o r m a t i o n ( e . g .
h e i g h t , w e ig h t , g e n d e r , r a c e , e t c ) a n d h e a l t h e f f e c t m e a s u r e m e n t s (e g . t o t a l s w a y a r e a
(S A ) a n d t o t a l s w a y l e n g t h (SL ) b e f o r e a n d a f t e r t h e i r w o r k s h i f t s ) w e r e a l s o c o l l e c t e d
O u t h y p o t h e s i s i s t h a t f u e l w o r k e r s w e r e e x p o s e d t o h i g h e r l e v e l s o f JP
- 8 f u e ls d u r i n g
t h e i r w o r k sh i f t s , a n d t h i s c o u ld c o n t r i b u te t o i m p a i r e d n e u r a l s y s t e m a s a p o s s i b l e
h e a l th o u t c o m e
M y d u t y in t h is p r a c t i c u m in c l u d e s m e r g i n g t h e r a w m e a su r em e n t s o b t a i n e d f r o m
m u l t ip le s o u r c e s , im p u t i n g d a t a f o r c e r t a i n m i s s i n g s a m p l e s a n d m e a s u r e m e n t s b e l o w
t h e l im it o f d e t e c t i o n (L O D ) , c o m p u t in g b a c k g r o u n d - a dj u s t e d p o s t s h if t b r e a th l e v e l s
o f JP - 8 c o n s t i t u e n t s , a n d d e s i g n in g s t a t i s t i c a l a n a ly s i s t o t e s t o u r h y p o t h e s i s .
R e s u l t s a n d d is c u s s io n s : A p p e n d i x T a b le 1 sh o w s m e d i a n p r e a n d p o s t s h i f t l e v e l s
o f J P - 8 c o n s t i t u e n t s in t h e b r e a t h o f w o r k e r s a n d c o n t r o l s u bj e c t s a c r o s s t h e 7 A ir
F o r c e b a s e s . G e n e r a l l y , b r e a t h l e v e l s in c o n t r o l su b j e c t s b e f o r e a n d a f t e r th e ir
w o r k s h i f t s w e r e s im il a r t o p r e s h i f t l e v e l s i n w o r k e r s , w h i l e h ig h e r b r e a t h l e v e l s w e r e
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w o r k e r s a t t h e e n d o f t h e i r w o r k s h i f t s . T h e s e o b s e r v a t i o n s i n d i c a t e s im i l a r e x p o s u r e
s o u r c e s f o r w o r k e r s a n d c o n t r o l s u bj e c t s b e f o r e t h e i r w o r k s h i ft . A n d o u r r e s u l t s
s u g g e s t a n a d d i t i o n a l e x p o s u r e s o u r c e o f J P - 8 c o n s t i t u e n t s a m o n g f u e l w o r k e r s d u r i n g
t h e i r w o r k s h i ft s .
A pp e n d i x T a b l e 2 s h o w s th e b a c k g r o u n d - a dj u s t e d p o s t s h i ft l e v e l s o f JP - 8 c o n s t it u e n t s
i n t h e b r e a t h o f w o r k e r s a n d c o n t r o l s a t t h e 7 A i r F o r c e b a s e s
,
w h e r e b a c k g r o u n d -
a dj u s t e d p o s t s h i ft l e v e l s w e r e c o m p u t e d a s t h e r a t i o o f p o s t s h i f t t o p r e s h i ft b r e a t h
m e a s u r e m e n t s . W i t h th e e x c e p t i o n o f m e a s u r e m e n t s a t L a n g l e y , a dj u s t e d p o s t s h i ft
l e v e l s i n c o n t r o l s u bj e c t s w e r e ge n e r a l l y n e a r o n e f o r a l l a n a l y t e s . T h e r e s u l t i n d i c a t e s
t h a t c o n t r o l s s u bj e c t s a t t h e s e b a s e s g e n e r a l l y h a d l it t l e e x p o s u r e t o JP - 8 fi i e l d u r i n g
th e i r w o r k s h i ft s . A l t e r n a t i v e l y , t h e m e d i a n a dj u s t e d p o s t s h i f t l e v e l a t L a n g l e y w a s
3 . 5 4
,
w h i c h i n d i c a t e s t h a t c o n t r o l s u bj e c t s a t t h i s b a s e , h a v in g n o k n o w n e x p o s u r e t o
JP - 8 fi a e l s
,
h a d p o s t s h i f t b r e a t h l e v e l s t h a t w e r e a b o u t t hr e e t im e h i g h e r t h a n t h e i r
c o r r e s p o n d i n g p r e s h i ft l e v e l s . T h i s r e s u l t m a y i n d i c a t e l o w l e v e l o f JP- 8 e x p o s u r e
a m o n g th e s e s u bj e c t s , o r e x p o s u r e t o a d d i t i o n a l s o u r c e s o f t h e JP - 8 . F o r a l l 12
a n a l y t e s a t e a c h o f t h e 7 b a s e s , b a c k g r o u n d - a dj u s t e d G M l e v e l s o f J P - 8 c o n s t i t u e n t s i n
t h e b r e a t h w e r e h i g h e r i n w o r k e r s t h a n i n c o n t r o l s u bj e c t s . O n a v e r a g e , p o s t s h i ft
l e v e l s w e r e 2 t o 10 0 - f o l d l a r g e r t h a n p r e s h i f t l e v e l s , d e p e n d i n g o n t h e i n d i v i d u a l
a n a l y t e a n d b a s e .
C o n c l u s i o n s : T h e b a s i c h y p o th e s i s o f t h i s s t u d y i s t h a t f u e l w o r k e r s w e r e e x p o s e d t o
h i gh e r l e v e l s o f JP - 8 f u e l s du r i n g t h e i r w o r k s h i ft s , a n d t h i s m i g h t c o n t r i bu t e t o
im p a ir e d n e u r a l s y s t e m a s a p o s s i b l e a d v e r s e h e a l t h e f fe c t . O u r p r e l i m i n a r y s t u dy
r e s u l t s i n d i c a t e s im i l a r e x p o s u r e s o u r c e s f o r w o r k e r a n d c o n t r o l s b e f o r e t h e i r
w o r k s h i ft s , w i t h a n a d d i t i o n a l e x p o s u r e s o u r c e a m o n g f u e l w o r k e r s d u r i n g t h e ir
w o r k s h i ft s . O u r a n a l y s i s a l s o in d i c a t e s a n A i r F o r c e b a s e o r i g i n a t e d v a r i a n c e
- t h e
m e d i a n a dj u s t e d p o s t s h i ft l e v e l s a t L a n g l e y w e r e 2 t o 6 t i m e s g r e a t e r t h a n t h e o t h e r
A i r F o r c e b a s e s
,
a n d fu e l w o r k e r s a t P o p e e x p e r i e n c e d a m e d i a n o f 6 7 - f o l d i n c r e a s e i n
e x p o s u r e c o m p a r e d t o c o n t r o l s u bj e c t s . F u r t h e r i n v e s t i g a t i o n s a r e d e s i r e d t o r e v e a l t h e
a s s o c i a t i o n b e t w e e n JP - 8 f u e l e x p o s u r e a n d a d v e r s e h e a l t h o u t c o m e o n im p a i r e d
n e u r a l s y s t e m , w h i c h c a n b e r e f l e c t e d b y SA a n d SL m e a s u r e m e n t b e f o r e a n d a ft e r t h e
w o r k sh i ft s .
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A p p e n d ix T a b l e 1 . P r e a n d p o s t s h i f t b r e a t h l e v e l s [m e d i a n ( r a n g e ) ] o f J P - 8 c o n s t i t u e n t s i n t h e b r e a t h o f w o r k e r s a n d
c o n t r o l s a c r o s s a l l t h e 7 A i r F o r c e b a s e s .
A n a l y t e
C o n t r o l s (n = 8 6 )
P r e s h i ft ( n = 36) P o s t s h i ft ( n = 5 0 )
W o r k e r s (n = 3 0 1)
Pr e s h i ft ( n = 1 0 2 ) P o s t s h i ft ( n = 19 9)
N o n a n e
D e c a n e
U n de c a n e
D o d e c a n e
m , p
- X y l e n e
1, 2 , 4 - T r im e th y lb e n z e n e
T o l u e n e
4 - E thy l t o l u e n e
o - X y l e n e
1 , 3 , 5 - T r i m e t hy lb e n z e n e
E h ty lbe n z e n e
B e n z e n e
0 256 (< L O D - 8 17)
0 3 88 (0 0 4 9 - 13 1)
0 . 66 8 (< L O D - 8 60)
0 60 5 (< L O D - 4 9 1)
0 302 (0 082 - 10 . 6)
0 2 2 2 (0 0 4 7 - 4 2 9 )
1 8 1 (0 . 736 - 14 2)
0 . 144 (0 .0 3 1 - 2 . 9 8)
0 1 1 9 (0 0 3 1 - 5 6 8 )
0 0 59 (< L O D - 5 . 60 )
0 14 4 (0 03 2 - 4 6 1)
0 3 32 (0 17 6 - 7 0 9 )
0 . 6 39 (< L O D - 9 08)
0 99 2 (0 0 36 - 24 8)
1. 7 25 (< L O D - 27 3)
1 43 2 (0 . 0 29 - 19 . 9)
0 70 3 (0 0 80 - 3 68 )
0 3 1 7 (0 0 5 1 - 6 4 1)
2 4 7 (0 34 2 - 13 2 )
0 . 25 9 (0 0 10 - 3 45 )
0 20 9 (0 02 2 - 1 3 2 )
0 . 102 (< L O D - 1 2 1)
0 2 73 (0 . 0 36 - 1 50 )
0 . 39 1 (0 . 159 - 5 38 )
0 9 63 (0 . 0 10 - 2 3 1)
1 0 9 (0 . 0 9 4 - 2 0 5 )
1 2 8 (0 . 06 2 - 24 8)
0 . 8 16 (< L O D - 16 6)
0 6 5 2 ( 0 . 12 7 - 8 8 1)
0 4 7 9 (0 0 3 2 - 8 4 7)
2 . 36 (0 . 02 8 - 1 3 . 8)
0 3 19 (< L O D - 8 . 4 6)
0 2 96 (0 05 3 - 5 . 11)
0 1 70 (< L O D - 3 . 9 6)
0 . 2 33 (0 05 5 - 2 . 6 8)
0 . 5 4 5 (0 10 5 - 6 . 1 8)
38 . 0 (0 7 23 - 159 0)
34 5 ( 1 1 1 - 1 14 0 )
24 5 ( 1 30 - 564 )
14 . 3 (0 94 8 - 23 5)
12 . 5 (0 54 3 - 12 80)
12 0 (0 2 85 - 6 8 7 )
10 . 8 (0 . 0 6 4 - 139 0)
10 .4 (0 3 12 - 80 9)
7 4 7 (0 16 7 - 7 3 0)
4 . 4 2 (0 129 - 30 9)
4 1 1 (0 156 - 3 05)
2 . 34 (0 032 - 1 86 )
4 9
A p p e n d ix T a b le 2
- B a c k g r o u n d
- a d j u s t e d p o s t s h i f t l e v e l s [G M (G S D )] o f J P - 8 c o n s t i t u e n t s i n t h e b r e a t h o f w o r k e r s a n d c o n t r o l s a t t h e
7 A i r F o r c e b a s e s .
A F B a s e W o r k G r o u p a d JL N o " a d L D e c a dL U n d a d i _ Do d a d j _ Be n z a d i _ T o l a d L E t i y l a d L m . p - X y l a d L o - X yl a d L 4 - E t h y l a dL 1 . 3 , 5 - T a d L 1 , 2 , 4 - T
S e y m o u r J c o n t r o l
e x p o s e d
(n = 4 )
{n = 1 9 )
0 3 8 9 (3 5 8 )
4 2 6 (2 4 5 )
0 4 7 7 (4 8 0 )
2 7 3 (2 3 0 )
0 9 4 7 (3 5 6 )
2 6 3 (2 1 7 )
2 2 1 (1 9 5 )
4 3 6 (2 0 4 )
0 6 1 0 (1 1 7 )
1 9 5 (1 9 1 )
1 0 2 (2 3 0 )
2 7 4 (1 9 9 )
0 6 0 3 ( 1 6 1 )
4 8 3 (2 5 8 )
0 4 9 8 (1 9 7 )
4 0 7 (2 5 0 )
0 5 1 2 (2 1 3 )
4 4 0 (2 5 4 )
0 5 8 9 (2 6 8 )
3 4 8 (2 3 6 )
0 4 1 4 (3 9 4 )
2 7 4 (2 3 6 )
0 5 3 2 (3 3 0 )
2 5 1 (2 2 2 )
L a n g le y c o n t r o l
e x p o s e d
(n = 7 )
( n = 1 3 )
3 6 4 (2 2 9 )
9 7 7 (2 7 1 )
5 3 5 (1 8 8 )
7 7 9 (2 2 5 )
4 4 7 (2 4 7 )
5 7 3 ( 1 8 5 )
5 4 9 (1 7 7 )
9 4 8 (2 0 1 )
1 0 6 (1 6 2 )
2 0 5 (2 8 5 )
1 3 1 (1 2 5 )
1 9 9 ( 1 9 0 )
0 9 8 8 ( 1 6 5 )
3 2 8 (2 3 6 )
0 9 7 1 (1 8 0 )
3 1 2 (2 2 0 )
1 3 5 (2 1 4 )
5 4 6 (2 4 8 )
3 5 9 (2 1 7 )
7 1 7 (2 4 3 )
3 5 3 (2 1 2 )
6 2 5 (2 3 5 )
3 5 5 (2 10 )
6 5 6 (2 2 5 )
L it tl e R o c k co n t r o l
e x p o s e d
(n = 4 )
(n = 1 3 )
1 8 6 (3 6 4 )
3 3 5 (3 9 2 )
1 0 3 (2 4 2 )
2 7 7 (2 0 9 )
0 8 2 8 (2 2 1 )
2 4 4 (2 7 3 )
0 9 1 7 (3 1 1 )
2 4 5 (2 7 8 )
1 0 7 (2 0 6 )
3 0 2 (1 9 0 )
0 8 6 4 ( 1 9 0 )
4 9 2 (2 1 3 )
1 3 9 (2 7 5 )
1 4 1 (2 2 6 )
1 3 4 (2 8 0 )
1 6 8 (2 1 5 )
1 4 4 (2 9 4 )
2 0 9 (2 3 4 )
1 2 7 (2 3 3 )
2 8 5 (2 2 5 )
1 0 1 (2 9 0 )
2 4 4 (2 2 3 )
1 5 9 (4 1 5 )
2 8 6 (2 2 4 )
D y e s s c o n t ro l
e x p o s e d
(n = 10 )
(n = 9 )
0 9 3 9 (4 3 3 )
3 5 6 (2 9 2 )
1 3 1 (2 9 6 )
1 5 0 (2 3 9 )
3 2 6 (6 4 6 )
2 0 2 (3 7 3 )
4 10 (3 9 7 )
3 7 5 (4 3 3 )
1 0 9 (3 0 5 )
1 13 (1 9 1 )
0 7 7 2 (3 6 9 )
1 9 0 ( 1 8 7 )
1 1 0 ( 1 9 9 )
1 2 1 (1 9 8 )
0 9 7 6 (1 8 2 )
4 9 2 (1 7 8 )
0 7 9 8 (1 7 0 )
6 6 6 (1 6 7 )
0 9 3 5 ( 1 6 6 )
8 5 1 (2 0 0 )
0 6 2 6 (1 8 0 )
8 5 2 (2 3 3 )
0 9 9 0 (1 7 4 )
5 6 9 (2 2 1 )
D a v is M o n c o n t ro l
e x p o s e d
(n = 7 )
{n = 2 0 )
2 2 0 (4 6 7 )
5 2 9 (2 9 8 )
2 3 4 (4 6 0 )
3 6 4 (3 0 4 )
2 2 8 (3 7 3 )
2 5 6 (3 8 9 )
1 7 1 (5 8 8 )
3 3 0 (3 8 3 )
0 9 8 4 (1 3 2 )
9 2 1 (3 2 5 )
1 0 2 ( 1 4 3 )
1 0 6 (3 2 3 )
1 2 4 (2 5 9 )
4 5 0 (2 5 5 )
1 1 4 (2 3 9 )
3 0 0 (2 4 9 )
1 1 5 (2 6 3 )
3 4 7 (2 6 4 )
1 4 1 (3 7 2 )
3 8 0 (2 7 7 )
1 4 5 (3 7 3 )
3 2 0 (3 0 4 )
1 3 2 (4 0 1 )
3 4 5 (3 4 7 )
P o p e co n tr o l
e x p o s e d
(n = 4 )
(n = 1 6 )
1 4 1 (2 7 9 )
9 9 1 (3 0 5 )
1 2 3 (3 2 0 )
9 1 6 (2 6 2 )
0 7 6 3 (4 1 6 )
3 6 6 (2 9 9 )
1 9 5 (4 8 6 )
2 5 8 (5 1 5 )
0 6 5 1 (3 1 9 )
1 1 0 (3 5 3 )
0 9 6 5 ( 1 6 0 )
1 3 9 ( 3 4 5 )
0 8 6 6 (2 2 5 )
4 5 4 (3 2 3 )
0 8 7 8 ( 1 9 9 )
6 0 5 (3 2 7 )
0 7 7 3 (2 1 9 )
7 1 8 (3 5 2 )
1 6 9 (2 0 3 )
10 9 (3 4 1 )
0 6 4 4 (2 5 5 )
6 4 1 (3 3 8 )
1 1 3 (1 5 8 )
9 1 8 (3 1 9 )
H u r lb u r t c o n t ro l
e x p o s e d
(n = 0 )
(n = 14 ) 8 8 5 (3 7 4 ) 5 2 4 (2 9 7 ) 2 3 3 (2 4 3 ) 1 3 9 (2 2 7 ) 2 5 1 (3 5 1 ) 5 5 0 (5 0 1 )
n a
2 2 3 (3 9 4 )
na
3 7 5 (3 9 8 ) 6 5 9 (3 5 3 ) 4 8 3 (3 2 5 )
n a
4 3 5 (2 7 2 ) 36 5 (2 9 2 )
5 0
